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(57) 摘 要 

一 种 用 于 使 用 部 向 的 基因 修改 来 延长 多 细 
胞 动物 体 细胞 的 复制 能 力 的 产品 和 方法 ,该 基因 
修改 用 于 消除 在 复制 性 衰老 期 间 对 细胞 周期 进 
程 的 抑制 并 且 衍 生 用 于 多 细胞 动物 细胞 生物 质 
的 尺度 放大 应 用 和 工业 生产 的 克 降 细胞 系 。 使 用 
误 向 编码 每 种 蛋白 质 的 转录 物 的 第 一 外 显 子 的 
问 导 RNA 进 行 的 插入 或 缺失 突变 是 使 用 CRISPR/ 
Cas9 产 生 的 。 壮 向 修改 导致 p15 和 p16 蛋白 的 去 活 
化 ,这 增加 了 经 修饰 的 细胞 群 相 对 于 其 未 变异 的 
亲 代 群体 而 言 的 增殖 能 力 。 将 这 些 修改 与 来 自 指 
导 TERT 基 因 表 达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 
体 的 辅助 端 粒 酶 活性 组 合 时 ,该 经 修饰 的 细胞 群 
的 复制 能 力 无 限 地 增加 ,制造 用 于 膳食 消费 的 上 骨 
骼 肌 的 一 个 应 用 是 使 用 来 自家 禽 物 种 原 鸡 
(Gallus gallus) 的 细胞 ; 另 一 个 应 用 是 来 自家 
物种 普通 牛 (Bos taurus). 
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权 利 


1. 一 种 用 于 延长 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 复制 能 
通过 使 用 基因 修改 去 除 周期 蛋白 依赖 性 激酶 抑 千 


要 求 书 


白 的 稳定 化 ,在 复种 
通过 用 指导 


功能 性 端 粒 逆转 录 酶 (TERT ) 蛋 


11) 转 导 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 , 来 维持 端 粒 酶 活性 ; 


维持 具有 所 述 3 


HEEK 


AEDSMEDIUBITERT E A B RE DECRE E , PE A 
在 离 体 环 境 中 培养 来 自 所 述 主 旨 


收获 所 述 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 
,其 中 ,所 述 基 因 修 改 包括 :通过 对 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 


2. 如 权利 要 求 1 所 述 的 方法 
群 中 的 CDKN2B 基 因 (NCBI 
衰老 


核 音 酸 序列 的 突变 。 
4. 如 权利 要 求 3 所 述 的 方法 


基因 ID:395076) 的 基因 修改 来 使 p15 蛋 
期 间 视 网 膜 母 细胞 瘤 香 白 对 所 述 细胞 周 
3. 如 权利 要 求 2 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 


,其 中 所 述 基 因 修 改 是 使 用 向 导 RNA 甫 


期 的 抑制 。 
基因 修改 是 所 述 CDKN2B3 


白 去 活化 ,以 消除 在 复制 性 


1/3 页 


力 的 方法 ,所 述 方法 包括 : 
[η] (οκ!) 介 导 的 视网膜 母 细 胞 瘤 蛋 
1 性 衰老 期 间 解 除 视网膜 母 细 胞 瘤 和 蛋白 对 细胞 分 裂 周 期 推进 的 抑制 ; 
白 的 异 位 表达 的 基因 构建 体 (SEQ ID NO 


— 


MEEK E MEE ; 


HL PE HABER TBI] AH Nf E4] 2Γ H. 


HE 


基因 的 外 显 子 1 中 的 保守 


| 得 的 插入 突 ? 


并 且 是 


使 用 成 通 规 律 间隔 短 回 文 重复 序列 -Cas9( CRISPR/Cas9 ) 产生 的 ,所 述 向 导 RNA 选 自 : 由 打 


SE BIrXSCDKN2B3 
5. 如 权利 要 求 3 所 述 的 方法 


(SEQ ID No.1.2.3. 4 和 5 组 成 的 组 。 
,其 中 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 的 细胞 还 包括 : 


6. 如 权利 要 求 2 所 述 的 方法 
对 


来 日 所 述 主 细胞 库 的 被 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; 
将 扩 增 的 细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库 存 中 ; 


在 离 体 环境 中 接种 和 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 库 存 的 细胞 ;并 且 


收获 所 述 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 


7. 如 权利 要 求 2 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 物种 身份 是 
述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 谱 


gallus) ,而 所 ; 
8. 如 权利 要 求 1 所 述 的 方法 


系 是 骨骼 肌 。 


基因 的 外 显 子 1 的 向 导 RNA (SEQ ID No.1、2、3、4 和 5) 组 成 的 组 。 
,其 中 所 述 基因 修改 是 使 用 向 导 RNA 秆 
使 用 CRISPR/Cas9 产 生 , 所 述 向 导 RNA 选 自 ; 由 打靶 所 述 CDKN2B 


的 缺失 突 2 


[45 > 并 日 是 


基因 的 外 显 子 1 的 向 导 RNA 


原 鸡 (Gallus 


,其 中 所 述 基 因 修 改 包括 :通过 对 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 


中 的 CDKN2A 基 因 (NCBTAE[S] ID: 616369) 的 基因 修改 来 使 p16 蛋白 去 活化 ,以 消除 在 复制 性 衰 
老 期 间 视 网 膜 母 细胞 瘤 蛋白 对 所 述 细胞 周期 的 抑制 。 

9. 如 权利 要 求 8 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 基因 修改 是 所 述 CDKN2A 基 因 的 外 显 子 2 中 的 保守 
核 苷 酸 序列 的 突变 。 

ο ,其 中 所 述 基因 修改 是 使 用 打靶 所 述 CDKN2A 基 因 的 外 显 子 
2 的 向 导 RNA 制 得 的 插入 突变 并 且 是 使 用 CRISPR/Cas9 产 生 的 。 

11. 如 权利 要 求 9 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 基因 修改 是 使 用 向 导 RNA 制 得 的 缺失 突变 并 且 


是 使 用 CRISPR/Cas9 产 生 的 ,所 述 向 导 RNA 选 自 : 由 


(SEQ ID No.8、9 和 10) 组 成 的 组 。 
12. 如 权利 要 求 8 所 述 的 方法 


,其 中 培养 来 自 所 i 
对 来 自 所 述 主 细 胞 库 的 被 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; 
将 扩 增 的 细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库 存 中 ; 


2 


打 误 所 述 CDKN2A 的 外 显 子 2 的 辐 导 RNA 


述 主 细 胞 库 的 细胞 还 包括 : 
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在 离 体 环境 中 接种 和 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 库 存 的 细胞 ;并且 

收获 所 述 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 

13. 如 权利 要 求 8 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 细胞 动物 体 细 胞 群 的 物种 身份 是 普通 牛 (Bos 
taurus) ,而 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 谱系 是 骨骼 及。 

14. 如 权利 要 求 1 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 基 因 修 改 还 包括 :用 指导 CDK4 基 因 (NCBI 基 因 
ID:510618) 异 位 表达 周期 蛋白 依赖 性 激酶 4(CDK4) 和 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 体 (SEQ ID ΝΟ 
12) 修饰 所 述 细 胞 群 。 

15. 如 权利 要 求 14 所 述 的 方法 ,其 中 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 的 细胞 还 包括 : 

对 来 自 所 述 主 细胞 库 的 被 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; 
将 扩 增 的 细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库 存 中 ; 

在 离 体 环境 中 接种 和 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 库 存 的 细胞 ;并且 

收获 所 述 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 

16. 如 权利 要 求 14 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 多 细胞 动物 体 细 胞 群 的 物种 身份 是 原 鸡 
(Gallus gallus) ,并 且 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 谱系 是 骨骼 肌 。 

17. 如 权利 要 求 14 所 述 的 方法 ,其 中 修饰 所 述 多 细胞 动物 细胞 群 是 用 :指导 来 自 普通 午 
(Bos taurus) CDK4 基 因 的 CDK4 和 蛋白 同 源 物 的 表达 的 基因 构建 体 (SEQ ID ΝΟ 12). 

18. 一 种 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 克隆 细胞 系 , 所 述 细 胞 系 由 包括 以 下 项 的 方法 衍生 而 


来 : 


通过 使 用 基因 修改 去 除 CKI 介 导 的 视网膜 母 细胞 瘤 和 蛋白 的 稳定 化 ,在 复制 性 衰老 期 间 
解除 视网膜 母 细胞 瘤 蛋 白 对 细胞 分 裂 周 期 推进 的 抑制 ; 

通过 用 指导 功能 性 TERT 香 和 白 的 异 位 表达 的 基因 构建 体 (SEQ ID NO 11) 转 导 所 述 多 细 
胞 动物 体 细胞 群 ,来 维持 端 粒 酶 活性 ; 

维持 具有 所 述 基 因 修 改 和 TERT 和 蛋白 的 异 位 表达 的 细胞 库 , 所 述 细胞 库 为 主 细胞 库 ; 

在 离 体 环境 中 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 的 细胞 作为 被 培养 的 细胞 生物 质 ; 

收获 所 述 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 :并且 

其 中 所 述 克 隆 细胞 系 具有 用 于 工业 生产 中 的 尺度 放大 应 用 的 无 限 复制 能 

19. 如 权利 要 求 18 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 基因 修改 包括 :通过 对 所 述 多 细胞 动物 
体 细 胞 群 中 的 CDKN2B 基 因 (NCBI 基 因 ID:395076) 的 基因 修改 来 使 p15 和 蛋白 去 活化 ,以 消除 在 
复制 性 衰老 期 间 视网膜 母 细胞 瘤 蛋 白 对 所 述 细胞 周期 的 抑制 。 

20. 如 权利 要 求 19 所 述 的 克隆 细胞 系 ,其 中 所 述 基 因 修改 是 所 述 CDKN2B 基 因 的 外 显 子 1 
中 的 保守 核 背 酸 序 列 的 突变 。 
21. 如 权利 要 求 20 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 基因 修改 是 使 用 向 导 RNA 制 得 的 插入 容 
并 且 是 使 用 CRISPR/Cas9 产 生 的 ,所 述 向 导 RNA 选 自 : 由 打靶 所 述 CDKN2B 基 因 的 外 显 子 1 的 
(SEQ ID No.1.2.3. A445) 组 成 的 组 。 
22. 如 权利 要 求 20 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 基因 修改 是 使 用 向 导 RNA 制 得 的 缺失 突 
并 且 是 使 用 CRISPR/Cas9 产 生 的 ,所 述 向 导 RNA 选 自 : 由 打靶 所 述 CDKN2B 基 因 的 外 显 子 1 的 
(SEQ ID No.1、2、3、4 和 5) 组 成 的 组 。 

23. 如 权利 要 求 18 所 述 的 克隆 细胞 系 ,其 中 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 的 细胞 还 包括 : 

对 来 自 所 述 主 细胞 库 的 所 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; 


NI 


NI 
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权 利 


要 求 书 


将 扩 增 的 细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库 存 中 ; 


在 离 体 环境 中 接种 和 


培养 来 自 所 述 主 细胞 库 库 存 的 细胞 :并 且 


收获 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 


24. 如 权利 要 求 19 所 i 


X$ (Gallus gallus) ,而 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 谱系 是 骨骼 肌 。 


25. 如 权利 要 求 18 所 述 的 方法 
基因 (NCBI 


群 中 的 CDKN2A3 


26. 如 权利 


"PB IRSE CH TR 
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述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 物种 身份 是 原 


,其 中 所 述 基因 修改 包括 :通过 对 所 述 多 细胞 动物 体 细 胞 
基因 ID:616369) 的 基因 修改 来 使 p16 和 蛋白 去 活化 ,以 消除 在 复制 性 
衰老 期 间 视 网 膜 母 细胞 瘤 蛋 白 对 所 述 细 胞 周期 的 抑制 。 
要 求 25 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 基 因 修 改 是 所 述 CDKN2A 基 因 的 外 显 子 2 
序列 的 突变 。 


ων μυς 


28. 如 权利 要 求 26 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 基 因 修改 是 使 用 向 导 RNA 制 得 
28H: Η fli FICRISPR/Cas97 ΕΠ, Pris [3] SERNA E] : HIT SE PT IB CDKN2A1 Ph Si 3-201] (SEQ 
ID No.8-10) 组 成 的 组 。 

29. 如 权利 要 求 25 所 


将 扩 增 的 细胞 群 低温 


=~ 


变 并 且 是 使 用 CRISPR/Cas9 产 生 的 ,所 述 向 导 RNA 选 自 :由 打靶 所 述 CDKN2A 的 外 显 子 2 的 (SEQ 
ID No.8-10) 组 成 的 组 。 


述 的 克隆 细胞 系 ,其 中 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 的 细胞 还 包括 : 
对 来 自 所 述 主 细 胞 库 的 所 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; 
保存 并 储存 在 主 细胞 库 库 存 中 ， 


在 离 体 环境 中 接种 和 


培养 来 自 所 述 主 细胞 库 库 存 的 细胞 :并 且 


收获 所 述 被 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 
30. 如 权利 要 求 25 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 物种 身份 是 普 
通 牛 (Bos taurus) ,而 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 谱系 是 骨骼 肌 。 


31. 如 权利 要 求 18 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 基因 修改 还 包括 :用 指 :4 
白 同 源 物 的 基因 构建 体 修饰 所 述 细胞 群 。 
述 的 克隆 细胞 系 ,其 中 培养 来 自 所 述 主 细胞 库 的 细胞 还 包括 : 
对 来 自 所 述 主 细 胞 库 的 所 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; 

将 扩 增 的 细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库 存 中 ; 


(NCBI 基 因 ID:510618) 异 位 表达 CDK4 蛋 
32. 如 权利 要 求 31 所 


导 CDK4 


在 离 体 环境 中 接种 和 
收获 所 述 被 增 养 的 名 


通 牛 (Bos taurus) CDK4 基 因 的 CDK4 蛋 


培养 来 自 所 述 主 细 胞 库 库 存 的 细胞 ;并 且 
LRL: πμ TS 2 . 
33. 如 权利 要 求 31 所 述 的 克隆 细胞 系 , 其 中 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 物种 身份 是 
鸡 (Gallus gallus) ,并 且 所 述 多 细胞 动物 体 细胞 群 的 谱系 
34. 如 权利 要 求 31 所 述 的 克隆 细胞 系 ,其 中 修饰 所 述 多 细胞 动物 细胞 群 是 用 : 指 


是 骨骼 肌 。 


的 缺失 突 


基因 


原 


FRA 


和 白 同 源 物 的 表达 的 基因 构建 体 (SEQ ID NO 12). 
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用 于 延长 体 细 胞 在 离 体 培养 过 程 中 的 复制 角 


技术 领域 
[0001] “本 发 明 涉及 :延长 多 细胞 动物 细胞 的 复制 外 
工艺 应 用 中 可 尺度 放大 的 生物 质 制造 过 程 。 


背景 技术 
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E 力 的 方法 
EE 力 的 产品 和 方法 ,其 用 于 在 工业 生物 
MEHZ 


[0002] KATON P3 AKRA TUUS: CBE "肌肉 形成 的 ") ΗΝ ἄν δε HETE RARE ΒΕ 
的 基本 模型 。 除 基础 研究 外 ,肌肉 ( 即 成 肌 细 胞 ) 细胞 系 在 生物 机 器 人 ;生物 人 工 肌 肉 构 建物 


筛选 药理 化 合 物 ; 治疗 性 纠正 遗传 性 肌肉 疾病 ;和 离 体 生 产 用 于 膳食 消费 的 可 食用 生物 质 
中 具有 前 瞻 性 的 工业 应 用 。 从 供 体 组 织 获 得 原 代 肌肉 细胞 作为 动物 生物 质 的 商业 尺度 生产 


应 用 的 细胞 源 需 要 技术 的 和 材料 的 资源 ,这 目前 妨碍 了 面 回应 用 的 批 昌 


量 培养 .此 外 , 原 代 细 


胞 复制 的 天 然 能 力 限制 了 :它们 可 以 传代 用 于 基因 修改 ,或 用 于 细胞 建 库 和 工业 制造 的 规 


模 尺 度 , 为 了 解决 这 些 挑战 ,本 发 明 包 括 了 基因 修改 ,其 延长 了 被 


的 重生 能 力 , 以 产生 下 文 声称 的 “ 肌 源 性 细胞 系 ”。 


10008] 通过 本 体 上 经 谱系 定型 的 表 型 ,具有 更 广泛 核 型 的 


定型 为 骨骼 肌 谱 


;以 及 在 体内 表现 出 的 、 在 其 组 织 学 对 应 物 中 存在 的 终 末 分 化 细胞 的 、 功 能 性 


" 鉴别 出 :全 功能 的 细胞 系 、 肌 源 性 的 或 者 其 他 类 型 .对 于 骨骼 肌 细 胞 系 ,这 些 特 


些 包 括 :细胞 融合 、 模 纹 肌 原 纤维 发 育 和 对 化 学 刺激 (诸如 乙酰 胆 碱 ) 的 生理 应 答 
[0004] “通过 连续 传代 来 自 正 第 组 织 和 突变 组 织 ,或 分 离 自 种 瘤 的 分 离 物 ,已 经 成 功 地 衍 
生出 一 些 骨 骼 肌 细 胞 系 ,迄今 为 止 , 现 有 的 肌 源 性 的 细胞 系 仍然 表征 不 佳 ,常常 具 
的 性 状 ,诸如 基因 组 不 稳定 性 、 非 整数 倍 性 、 分 化 能 力 受 损 以 及 其 分 子 信 号 传导 和 


一 = 


的 多 向 (pleotropic) BF. 


系 的 细胞 


基因 组 的 稳定 性 ,永久 重生 的 


EUER] TER 
征 中 的 一 


有 不 希望 


转录 网 络 


[0005] “永生 化 细胞 系 的 可 用 选项 仍然 限于 一 组 选 定 的 祖先 物种 .大 多 数 (如 果 不 是 全 部 
的 话 ) 这 些 细胞 系 具 有 不 利 的 特征 ,这 些 特征 可 能 会 降低 :其 对 于 需要 代表 所 选择 的 祖先 物 
种 的 种 属 特异 性 或 高 保 真 度 的 应 用 的 功能 适应 性 .例如 ,尚未 实现 :衍生 出 农业 上 重要 的 动 
物 物 种 诸如 牛 、 猪 \ 鸡 和 多 鱼 的 永生 化 的 肌 源 性 细胞 系 。 现 有 的 肌 源 性 细胞 系 的 选择 主要 限 


于 生物 医学 研究 中 常用 的 模型 物种 , 即 眠 科 动 物 和 灵 长 类 


产生 用 于 食品 的 可 食用 生物 质 的 祖 源 通常 是 不 可 接受 的 。 


[0006] ”对 于 通过 直接 打靶 导致 复制 性 衰老 的 个 体 通路 而 建立 肌 源 性 细胞 系 的 其 他 方法 


动物 物种 ;但 是 这 些 细胞 系 作为 


也 是 如 此 ,前 者 诸如 视网膜 母 细胞 瘤 家 族 和 蛋白 ( 即 p107、pRB、p130) 介 导 的 、 对 细胞 周期 进入 


的 抑制 ` 以 及 通过 在 连续 细胞 分 裂 周期 期 间 缩 短 染 


水 色 体 末端 的 端 粒 DNA 序 列 重 复 序 列 


(TTAGGG) n 引 起 的 DNA 损 伤 应 答 。 例 如 ,pRB 功能 的 消除 损害 了 肌 源 性 细胞 达到 并 维持 终 末 分 


化 状态 的 能 力 , 并 且 前 者 单独 地 不 足以 维持 它们 的 


生 能 力 ; 它 单独 地 不 足以 防止 这 些 细胞 的 衰老 。 


[0007] ”在 正常 骨骼 肌 中 ,p107 是 在 未 分 化 的 增殖 成 肌 细胞 中 表达 、 并 与 E2F 转 录 因 子 复 合 


首 殖 能 力 «IH 
逆转 录 酶 (TERT ) 对 端 粒 酶 活性 的 长 期 维持 ,通过 抵消 端 粒 侵蚀 延长 了 原 代 成 肌 细胞 的 再 


,通过 过 表达 功 


能 性 端 粒 


的 显 性 视网膜 母 细 胞 痛 家 族 和 蛋白 ,在 终 末 分 化 期 间 , 成 肌 细 胞 退出 细胞 分 裂 周 期 并 融合 成 
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ZIE, HRR UM Ai PET PA EP AB «ΙΑ [5 PE eL Jd FUR E 
的 基因 表达 转录 激活 以 在 成 肌 细胞 分 化 


后 


状态 中 的 作用 是 由 


胞 周 


周期 蛋白 依赖 性 激酶 换 秆 
表征 化 的 哺乳 动物 骨骼 肌 中 ,独立 的 CKI 的 功能 不 足以 在 终 末 分 化 期 
有 反 , 由 CKI (包括 p21、p18、p27 和 p57) 内 


必需 达成 共识 。 尽管 有 这 
[0008] ”CKI 和 蛋白 p16 (48 


码 两 种 集 


基因 共有 


Ὴ 


白质 ARF 和 p16 的 转录 物 ,i 


CDKN2A 转 录 物 的 表达 受 不 同 启 动 子 的 i 
i 码 , 但 是 ARF 转 录 物 相对 于 p16 转录 
完全 不 同 的 .CDKN2B3 


F$ 
基 酸 序列 是 
类 似 于 p16 的 CKI。 
[0009] 


Gt 
[0010] 


ΕΕ 


结论 TE , [HCKI4R 
尔 为 INK4A) 是 在 明 
因 构 成 顺序 CDKN2B 和 CDKN2A3 


说 BJ B 


[ση] (“CKT”) 指 


EF] 4 TR IS YE HI Pk ALARA Ata SALA Ni] ha SF 
期 的 退出 。 疝 未 就 CKI 的 哪 种 组 合 足 以 有 效 执行 这 一 作用 并 且 为 有 效 执 行 这 
白 p15 和 pl16 并 未 涉及 这 一 作用 。 

乳 .动物 中 发 现 的 CDKN2A] 
基因 座 的 一 部 分 。CDKN2A3 


的 INK4B-ARF-INK4A3 
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H pRB p130 ÆR AEF JAF 
期 间 启 动 细 胞 周期 退出 并 在 肌 管 中 维持 有 丝 分 裂 
导 的 。 但 是 在 迄今 


为 止 建 模 和 
间 阻 止 细胞 周期 。 相 
放 稳 定 从 细 

一 作用 所 


基因 的 表达 产物 , 该 
其 因 编 


pai 


这 两 种 集 


基因 


白质 是 从 选择 性 剪接 变 
周 控 。 尽管 ARF 和 p16 蛋白 出 


体 翻译 而 来 ,每 种 
基因 内 的 共有 外 显 


CDKN2A7 


Hfplos A 〈 也 称 


p15 和 p16 是 哺乳 动物 中 存在 的 劳 系 同 源 物 ,其 中 CDKN2A3 
因 倍 增产 生 的 ,这 与 多 细胞 动物 系统 发 生 之 中 的 胃 
1 性 娶 老 期 间 充当 哺乳 动物 中 的 显 性 CKI。 

πο νο Εν ἈΠΉΝΗΣ πα 


与 p16 的 第 二 外 


ME 


TIN TEBAN PEOR BT BRA 


PET INGB, ARF-INK4A3 
pl65 Es 
CDKN2AJ 


胞 中 的 复制 性 衰老 。 
[0011] JH 
座 中 的 缺失 突变 
INK4B-ARF-INK4A 
胞 中 的 阻 遏 性 CKI 


基因 座 的 元 件 仅 是 部 分 保守 的 ,在 鸡 
199i dp 5 RIARF ZR 


白 。 然 而 


MM 
维 细胞 中 过 表达 时 ,两 者 均 结合 CDK4/6 并 限 和 


基因 组 内 。 鸡 p15 蛋 


外 ,永生 肌 源 性 鼠 科 C2C12 细 胞 系 内 的 缺失 突变 , 特 
消除 了 p16 和 ARF 的 表达 。 然 而 迄今 
A SLE BS SERT {4}. 
功能 已 被 CDK4 ( 即 周 


以 克服 衰老 并 衍生 出 细胞 系 。 


[0012] 


其 他 方法 诸如 对 p16 和 p15 功 能 


物 在 选择 性 阅读 框 中 转录 ,因此 构成 ARF 和 pl16 的 氮 
为 INK4B) ,其 是 在 结构 和 功能 上 均 


基因 被 认为 是 由 基 


CDKN2B 


和 乳 动 物 的 趋 异 相 一 致 。 与 p15 不 同 ,p16 在 


长 寿 的 抗 肿瘤 嘴 此 动物 ) 从 将 p15 的 第 一 外 显 子 
x 体 表达 p15/p16 杂 合 蛋 白 。 在 鱼 类 和 鸟 
基因 组 中 ， 


CDK2NA 基 因 不 编码 


经 测序 和 注释 的 鱼 类 


基因 组 的 特 
白 在 功能 上 与 人 p16 和 蛋白 相对 应 ; 当 在 人 成 纤 
1 细胞 周期 进程 ,6 此 外 ,p15 可 促进 鸡 成 纤维 细 


征 为 CDKN2B 基 因 , 


别 是 INK4B-ARF-INK4A3 
为 止 报 道 的 肌 源 性 细胞 系 尚 未 通过 对 
FE 随 机 的 基因 修改 而 生成 ,相反 ,p16 和 蛋白 在 人 肌 源 性 细 


基因 


期 蛋白 依赖 性 激酶 多 蛋白 的 异 位 过 表达 部 分 地 战胜 ， 


的 短发 夹 RNA (shRNA) 沉默 尚未 被 证 实 支 持 能 够 衍 


生出 延长 传代 的 肌 源 性 细胞 系 。 尚 未 报道 用 于 从 鱼 类 、 家 禽 和 家 畜 物 种 产生 骨骼 肌 细 胞 系 


的 非 随机 方法 ,迄今 
已 经 记载 了 由 


引起 复制 性 衰老 。 
[0013] WiFi 
在 本 体 上 的 谱 


NGA 


为 止 ,动物 的 生物 质 尚 未 在 商业 上 通过 离 体 培养 来 千 
动物 的 生物 质 第 
于 由 细胞 原 种 遗传 程序 所 允许 的 打 3 


种 食品 原型 .然而 ,用 于 种 


系 定 型 (ontological lineage commitment) ,该 细胞 系 具 有 对 肌 源 性 谱 


I 造 用 于 膳食 消费 。 


上 造 这 些 原 型 的 细胞 原 种 限 
曾 的 规模 尺度 ,上述 遗 传 程序 在 所 使 用 的 正 稼 体 细胞 中 


上 性 衰老 的 一 种 方法 采用 了 :指导 先前 建立 的 多 能 性 或 非 肌 源 性 细胞 系 的 


系 的 


无 限 的 重生 能 力 。 参 见 美 国 专利 申请 第 15/134,252 号 ,将 其 以 引用 的 方式 并 入 本 文 。 相 比 之 


下 ,本文 描 述 的 蔡 代 方法 是 一 个 相反 的 做 法 


,其 无 限 地 延长 经 谱 


6 


系 定 型 的 肌肉 细胞 的 复制 
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,以 便 
" 


发 明 内 容 
[0014] 


时 维持 站 


本 发 
上 品 和 方法 :在 二 
nr Nds TE 


明 是 将 基因 修改 用 于 通过 
曾 殖 期 间 而 不 是 在 分 化 


说 


明 3 
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生成 肌 源 细胞 用 于 膳食 消费 和 工业 生物 工艺 应 用 的 可 尺度 放大 的 生物 质 第 


以 下 方式 延长 多 细胞 动物 体 细胞 的 复 币 


τν, ΤΑΙ 
,以 减少 或 消除 正常 的 \ 未 经 修饰 的 体 细胞 的 复 和 


MERERI, AH 


出 克隆 细胞 系 用 于 多 细胞 动物 细胞 生物 质 在 工业 生产 中 的 尺度 放大 的 应 用 。 


[0015] 
种 身份 是 


“CDK4” 的 3i H 


FH INK4B-AR 
Uk, PA RETE SE 
[0016] 


Cas9) 产生 使 用 打靶 第 一 外 显 子 的 向 导 RNA 的 所 
兽 加 经 修饰 的 细胞 群 相对 于 其 未 7? 
尽管 如 此 , 当 这 些 修改 与 来 自 于 
基因 构建 体 的 辅助 端 粒 酶 活性 旨 
代 细 胞 群 对 增 
因而 选择 


CDKN2BJ 
[0017] 
表达 的 
NIT RA? 
[0018] 


在 本 发 明 的 一 
原 鸡 (Gallus gallus) ,细胞 的 谱 
修改 构成 了 代表 CDK4“INK42CKI 同 源 物 p15 和 p16 的 抑 肯 
为 CDK4 的 抑 表 


5 


基因 座 足以 1} 


Jr EH SR 


[ση] CERE 
F-INKAA3 
细胞 群 的 增 
具体 而 言 ,CDKN2B 
肌 分 离 的 原 代 


它们 的 名 称 


个 实例 中 , 当 该 应 用 是 被 
系 是 骨骼 肌 。 


UR) ) 的 


在 一 个 实施 方案 中 ,本 发 明 的 
158) “它们 是 周期 重 白 依赖 性 激 
和 蛋白质 的 直接 去 活化 ,通过 使 5 


IE 


| 能 为 的 产 


T 
TE 


上 造 用 于 膳食 消费 的 生物 质 时 ,细胞 的 物 
基因 
- 


T 


HEPA Ra? 


"HE 


[A 


ώς... 


TIRE TINKATE 


Jo 


G ο fE FH pk AXE 


白 的 保守 核 音 酸 月 


列 突 ? 


基因 的 第 一 外 显 子 被 打靶 以 破坏 从 原 鸡 (Gallus gallus) Ἡ 


入 或 缺失 突变 


(INDEL) 。 这 证 


> 异 的 亲 代 群 体 而 言 的 


"HE 


E Ed yu 


AE. 


粒 酶 


Hx Um 
日 合 时 ,经 修 


ER 


出 于 若干 个 原 
模 。 首 先 , 原 鸡 (Gallus gallus) 的 


EMERY 


白 同 源 物 (例如 ,由 蜡 位 TERT 
饰 的 细胞 群 的 复制 色 
曾 殖 和 衰老 的 指标 进行 评分 ,以 验证 
Š (Gallus gallus) 物种 核 型 的 台 


E 14 Hh NG 
该 方法 。 


性 核 型 构成 p TEJI. B 


X8 (Gallus gallus) 的 性 染色 体 上 ,因此 打靶 仅 一 


是 无 合子 mullizygotio) 的 。 其 次 , 原 鸡 (Gallus us 
基因 的 直 向 同 源 物 .因此 , 仅 使 一 


动物 CDKN2A3 


p15/p16 活 性 所 必需 的 。 


附 图 说 明 


[0019] 图 


1 示 出 含有 基因 ( 示 出 的 实例 :1 


前 是 活性 调控 区 ( 示 出 的 实例 : 
有 活性 调控 区 ( 示 出 的 实例 : 


[0020] 图 
[0021] 
DNA 序 列 的 
[0022] 图 
以 在 具有 组 


表达 ,并 且 平 行 破坏 调控 区 对 撒 
基因 的 激活 。 


2 示 出 
该 活性 调控 区 用 于 调 
图 3 


示 出 


4 示 出 了 代表 部 


A 


m 


JIE 


^F INK42 


于 CDKN 
基因 使 得 该 基因 
基因 组 缺乏 乡 


2B 等 位 
因 组 在 


等 位 


EXE 
Zh 


HAJ ARTERE 


了 通过 


织 特异 


ME 


INDEL 或 点 突 2 
基因 修改 ,该 基因 修改 用 于 激活 i 
基因 ( 示 出 的 实例 :1 
生 的 内 源 性 5 调控 区 ( 示 出 的 实例 : 肌 生 成 # 
入 的 DNA 序 列 Cas tH [9 S4] LA pct 


LAE 
GH 


出 的 


基因 ( 示 


对 内 源 性 i 


HEX (Gih 


清白 蛋白 ) 的 转基因 DNA 序 列 的 插入 ,该 
白 启动 子 ) 并 在 该 活性 调控 区 的 调控 下 。 
白 启动 子 ) 的 转基因 DNA 序 列 的 捐 


HRX ( 示 出 的 实 


i 码 基因 去 活化 是 消除 该 模型 中 所 有 


实例 :血清 白 蛋 白 ) 的 表达 。 


四 胞 来 对 该 方法 建 
基因 位 于 原 
性 动物 中 
4 码 p16 和 蛋白 的 哺 


来 实现 p15 和 p16 的 去 活 


骨骼 


间 陋 短 回 文 重复 序列 -Cas9 (CRISPR/ 
明了 :单独 破坏 


基因 ) 的 
MIT. 


TH 


EN 


基因 之 


RA. 


: 例 ; 血 清白 蛋白 启动 
的 实例 :血清 白 和 蛋白 基因 ) ο 


清白 和 蛋白 


基因 ) 的 转 


lib 
N16 


Γεν 


IES 


T) 


基因 DNA 序 列 的 插入 ， 
启动 子 ) 的 调控 下 
基因 ) 3 的 内 源 性 


CN 108779471 A 


[0023] 


说 


明 3 


图 


4/15 Wi 


oz tB T BANA RITA S EIE DIC HATAK EH JS IHE GK 


出 的 实例 :血清 白 蛋 白 局 动 子 和 基因 ) NG E DAL RES TIS] STAT WAYA 1 ERI QUE PAN R IE 


过 基因 序列 靶 回 激活 系 链 对 来 自 调 
目的 , 示 出 了 代表 CRISPRa ( 即 CRISP 


[0024] 


图 


控 区 之 外 的 
R 激 活 ) 的 模式 。 
6 示 出 了 表 观 遗传 或 转录 程序 遏制 性 修饰 
对 来 自 训 基因 的 调控 区 或 直接 来 自 部 基因 的 


9] 


WA: {ΠΥΡ KA FRIED. ΗΓ AK ΙΕ 


式 。 
[0025] ”图 7 示 出 了 通过 INDEIL 或 点 帘 3 
P ΞΕ SEE [A] 441} Fr 3) (诸如 起 始 密码 子 ) 的 基因 修改 ,以 沉 


曾 强 子 的 基因 表达 的 激活 组 合 。 出 于 示例 性 


,其 用 于 通过 DNA 序 列 划 向 的 阻 坎 系 链 
i 码 序 列 的 基因 表达 的 邯 癌 阻 过 ( 示 出 的 实 


的 , 示 出 了 代表 CRISPRi ( 即 CRISPR 干 扰 ) 的 模 


实例 : 肌 生 成 抑制 素 基 因 ) 的 表达 。 


[0026] ”图 8 示 出 含有 shRNA 

TEN 1229 

下 。 

[0027] 图 9 示 出 了 p16 和 p15 氨基 


4 码 区 ( 示 出 的 实例 : 肌 生 成 抑 人 
4 码 区 之 前 是 活性 调控 区 ( 示 出 的 实例 : 结 蛋 白 启动 子 ) 并 在 该 活性 调控 区 的 调控 


对 内 源 性 调控 区 ( 示 出 的 实例 : 肌 生 成 抑制 素 启动 
默 或 破坏 内 源 性 靶 基 因 ( 示 出 的 


B E shRNA) 的 转基因 DNA 序 列 的 


发 比 对 :a. 在 代表 性 的 哺乳 动物 : 鼠 (小 家 鼠 Mus 


musculus) ;SEQ ID NO 17) 、 牛 (普通 牛 (Bos taurus) ;SEQ ID NO 18) 和 猪 (野猪 (Sus 


scrofa) ;SEQ ID NO 19) p16 直 向 同 源 物 内 的 预测 氨基 


发 序列 同 源 性 之 间 的 保守 性 (图 


A); 


b. ERRESA : 3938 (3$ (Gallus gallus) ;SEQ ID NO 20) «ΒΑ CZ SR (Mus 
musculus) ;SEQ ID NO 21) ./F (普通 牛 (Bos taurus) :SEQ ID NO 23) JK (野猪 (Sus 


scrofa); 


SEQ ID NO 22) {8 (ή f£ (Oncorhynchus mykiss) :SEQ ID NO 24) PUR ΘΗ (GH 
fa (Oreochromis niloticus) ;SEQ ID NO 25)p15 直 向 同 源 物 内 的 预测 氨基 
之 间 的 保守 性 (ΕΙ 


B) 。 


具体 实施 方式 
本 发 明 的 基因 修改 解除 了 在 复制 性 衰老 期 间 视网膜 母 细 胞 瘤 重 白 对 细胞 分 裂 周 


[0028] 


JIN ARE NG HU 


发 序列 同 源 性 


9] 


il 220388 26 35 ER CKT SP SP ΠΠ AKAN A WR AN Mal JA E 
实施 方案 中 所 示 。 我 们 公开 了 三 个 示例 性 的 实施 方案 
破坏 CDKN2B 基 因 使 p15 蛋 白 去 活化 ; (11) 通过 经 由 


使 p16 和 蛋白 去 活化 ;以 及 (IIDT) 通过 过 表达 周期 蛋白 


的 对 视网膜 母 细胞 瘤 和 蛋白 对 细胞 分 裂 周期 进程 的 抑 4 


ti 


蛋白 的 稳定 化 来 实现 ,如 示例 性 的 
: D 通过 经 由 乡 
μμ, 
依赖 性 激酶 同 源 物 去 除 内 源 性 CKI 介 导 
的 稳定 化 ,这 些 修改 ,单独 地 或 与 由 


3I || RC S] ^ 


而 
而 破坏 CDKN2A 基 因 


异 位 基因 构建 体 指导 的 端 粒 酶 的 辅助 过 表达 相 组 合 , 延 长 了 经 修改 的 多 细胞 动物 细胞 的 复 


制 | 能 
[0029] 


图 


1-5 中 示 出 的 是 用 


基因 的 误 向 转录 激活 的 诱导 性 修改 的 五 个 示例 性 模型 和 用 
于 基因 产物 的 识 向 遏制 的 遏制 性 修改 的 四 个 示例 性 模型 (图 


4.6-8) 。 在 图 1-8 中 ,6 是 指 天 然 


狂 主 细胞 组 织 的 谱系 是 有 生成 抑制 素 "/ 经 
INDEL 或 点 突变 在 启动 子 和 /或 基 


H ER 


因 的 DNA 序 列 内 的 基因 修改 的 示例 性 区 域 .ROSA26 指 示 了 


EXE 


基因 组 DNA 序 列 ,并 且 T 指 外 源 转 基因 DNA 序 列 。 应 注意 , 医 
性 修改 和 对 从 其 天 然 启 动 子 分 离 的 内 源 性 基因 的 过 


4H] 
站 性 修改 ,出 于 该 实例 的 上 且 的 ,野生 型 


以 表示 对 引入 的 转基因 的 诱导 


"上 骨骼 肌 。 出 于 说 明 性 目的 ,箭头 指示 通过 


示例 性 的 ,转录 上 有 活性 的 修改 基因 座 , 前 述 修改 可 以 包括 ,例如 ,对 内 源 性 的 或 未 经 修饰 
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基因 的 、 表 观 遗 传 的 或 转录 程序 的 变异 。 

[0030] “在 通常 被 认为 归 类 为 家 畜 的 物种 之 中 ,蛋白质 p16 的 预测 氨基 酸 序列 在 很 大 程度 
上 是 保守 的 ,其 中 普通 牛 (Bos taurus) (SEQ ID NO 18) 与 野猪 (Sus scrofa) (SEQ ID ΝΟ 
19) 之 间 有 具有 82% 的 成 对 同一 性 .同样 ,在 归 类 为 家 畜 和 海产 品 的 物种 之 中 ,蛋白质 p15 的 毛 
其 酸 序列 的 保守 性 如 下 ;普通 和 牛 (Bos taurus) (SEQ ID NO23) 与 野猪 (Sus scrofa) (SEQ ID 
NO 22) 之 间 的 成 对 同一 性 为 92% , 虹 鲜 鱼 (Oncorhynchus mykiss) (SEQ ID NO 24) 与 罗 非 
ΕΙ (Oreochromis niloticus) (SEQ ID NO 25) 之 间 为 60%。 此 外 ,在 p15 基因 座 处 比较 所 有 
KE ZEMA m (如 图 9 所 示 , 图 妃 ,基因 组 比 对 揭示 存在 58% 成 对 同一 性 ( 原 鸡 (Gallus 
gallus) ,SEQ ID NO 20; 小 家 鼠 (Mus musculus) ,SEQ ID NO 21;3£38/F (Bos taurus) , SEQ 
ID NO 23:8### (Sus scrofa) ,SEQ ID NO 22; 虹 鲤鱼 (Oncorhynchus mykiss) ,SEQ ID NO 
24.F144Ef1 (Oreochromis niloticus) ,SEQ ID NO 25). 

[0031] ”图 9 展示 了 p16 和 p15 氨基 酸 比 对 :a. 在 代表 性 哺乳 动物 : 鼠 (小 家 鼠 Mus 
musculus) ;SEQ ID NO 17) 、 牛 (普通 牛 (Bos taurus) ;SEQ ID NO 18) 和 猪 (野猪 (Sus 
scrofa) ;SEQ ID NO 19) p16 直 向 同 源 物 内 的 氨基 酸 序列 同 源 性 之 间 的 保守 性 (ΕΑ) ;b. 在 
代表 性 多 细胞 动物 :总 鸡 ( 原 鸡 (Gallus gallus) ;SEQ ID NO 20)、 鼠 (小 家 鼠 Mus 
musculus);SEQ ID NO 21) 、 牛 (普通 牛 (Bos taurus) ;SEQ ID NO 23) 、 猪 (野猪 (Sus 
scrofa) ;SEQ ID NO 22) f tta (Oncorhynchus mykiss) ;SEQ ID NO 24) 4Hz&f (ΗΕ 
ffi (Oreochromis niloticus);SEQ ID NO 25)p15 直 向 同 源 物 内 的 氨基 酸 序 列 同 源 性 之 间 
的 保守 性 (图 B) 。 变 暗 的 区 域 指 示 了 保守 性 的 程度 ( 即 同一 性 和 相似 性 ) :黑色 阴影 指示 
100% 相似 性 ,灰色 指示 60%-80% 相 似 性 并 且 白 色 表 示 小 于 60% 的 相似 性 ,它们 基于 
Blosum 62 评 分 年 阵 (Geneious R10 中 产生 的 图 像 和 评分 ) (http://www.geneious.com, 
Kearse 等 人 ,2012)。 

[0032] ”总而言之 ,这 些 直 向 同 源 物 展示 了 在 分 类 为 家 畜 、 家 禽 和 海产 品 的 物种 之 中 ,本 发 
明 的 实施 方案 所 车 问 的 p15 和 p16 直 问 同 源 物 的 保守 氨基 酸 序 列 同 源 性 ,应 注意 的 是 , 带 注 
释 的 鱼 类 和 禽类 基因 组 缺乏 p16 直 向 同 源 物 。 因 此 预测 :作为 本 发 明 中 部 向 应 用 的 平台 ,在 
禽类 .哺乳 动物 和 鱼 类 物质 中 的 p15 介 导 的 功能 完整 性 是 保守 的 ,并 且 在 哺乳 动物 物种 中 
p16 介 导 的 功能 完整 性 是 保守 的 。 

[0033] 《第 一 个 示例 性 的 实施 方案 :通过 CDKN2B 基 因 座 的 基因 修改 和 TERT 的 异 位 表达 延 
ARA ml EXE 
[0034] (A) ELSE CDKN2B2E DA] BENT BE MEE CREAR WERE 

[0035] ”总 之 ,该 第 一 个 示例 性 的 实施 方案 使 用 CRISPR/Cas9 破 坏 了 从 原 鸡 (Gallus 
gallus) 骨骼 肌 分 离 的 原 代 成 肌 细 胞 群 内 编码 p15 蛋白 的 CDKN2B 基 因 座 ,以 生成 利用 问 导 
ΕΝΑ (ΡΕΝΑ) (SEQ ID NO 1-5) 而 打靶 CDKN2B (NCBI 登 录 号 :NM 204433. 1) 的 外 显 子 #1 的 
INDEL。 盟 然 单 独 破坏 CDKN2B 基 因 座 提供 了 益处 ,但 是 当 与 来 自 指导 TERT 基 因 (NCBTXE IE S : 
NM_001031007.1;NCBI 基 因 ID:420972) 表达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 体 (SEQ ID NO 
6) 的 辅助 端 粒 酶 活性 相 组 合 时 ,经 修饰 的 细胞 群 的 复制 能 力 无 限 地 增加 。 对 CDKN2B 的 计 问 
去 活化 是 一 种 新 方法 。 
[0036] 一般 地 说 ,第 一 实施 方案 以 五 步 法 延长 了 离 体 培养 的 多 细胞 动物 体 细胞 的 天 然 复 
制 能 力 : (1) 通过 使 p15 蛋白 去 活化 在 增殖 期 间 而 不 是 在 分 化 期 间 去 除 视网膜 母 细 胞 瘤 和 蛋白 


na 
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| 性 衰老 中 视网膜 母 细胞 瘤 重 白 对 细胞 分 裂 周期 推进 的 抑 
制 ; (2) 通过 用 指导 由 功能 性 TERT 基 因 对 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 表达 (“TERT 的 异 位 表达 ”) 的 
旧 胞 动物 体 细胞 来 维持 端 粒 酶 活 
串 性 衰老 表征 ; (3) 维持 具有 CDKN2B 基 因 突 2 


常 的 .未 经 修饰 的 多 细胞 
> 和 TERT 异 位 表达 的 细胞 库 (ΒΠ 


“ 主 细胞 库 ”) ; (4) 在 离 体 环境 中 培养 来 自主 细胞 库 的 细胞 ;并 且 (5) 收获 被 培养 的 细胞 生物 


质 用 于 膳食 消费 。 
[0037] 


更 具体 地 并 且 在 一 个 实施 方案 中 1g 


ifipl5£ FR CDKN2B3E DS] (NCBI 登 录 号 :NM_ 


204433. D 的 第 一 外 显 子 被 打靶 用 于 基因 修改 ,其 使 用 gRNA 误 回 的 CRISPR/Cas9 (gRNA SEQ 


ID NO 1-5) 来 在 原 鸡 (Gallus gallus) 细胞 群 的 基因 组 内 的 CDKN2B 基 因 的 第 一 外 显 子 内 插 


AS 
[0038] 


示例 性 的 实施 方案 I 采用 图 


>。 有 关 这 些 实例 所 用 方法 的 更 详细 讨论 ,请 见于 下 面 的 材料 和 方法 部 分 A、B、D、E 和 F。 
7 中 所 示 的 用 于 破坏 内 源 性 p15 和 蛋白 的 功能 的 模型 , 具 


体 而 言 , 图 7 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 , 其 中 内 源 性 基因 表达 通过 起 始 密 码 子 或 能 够 


转录 激活 的 调控 区 序列 的 突 2 
来 破坏 内 源 性 基因 功能 。 例 


NI 


CRISPR/Cas9S [i] [kk 
对 p15 功 能 的 阻 过 。 

(B) 异 位 TERT 基 因 的 表达 
如 实施 方案 I-A 中 所 述 那样 修饰 的 细胞 也 可 以 用 指导 TERT 基 因 (NCBI 登 录 号 :NM_ 


[0039] 
[0040] 


ANING 


如 ,应 用 于 本 发 明 时 ,图 
生 引 入 到 CDKN2B 基 因 的 5”(5-prime) 乡 


而 被 破坏 。 可 替代 地 ,可 以 通过 在 起 始 密 码 子 后 引入 移 码 突 


7 中 所 示 的 模型 可 


和 码 序 列 中 的 INDEL 突 变 


以 表示 :通过 使 用 


001031007.1;NCBI 基 因 ID:420972) 表达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 体 修 饰 ,此 举 之 后 ， 


针对 特征 为 通过 


引导 端 粒 酶 重 白 同 源 物 表 达 忒 


基因 构建 体 进行 的 基因 修改 的 细胞 ,从 用 指 


导 TERT 基 因 表 达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 体 (SEQ ID NO 6) 转 导 的 这 个 群体 中 选择 细 


胞 。 
[0041] 


示例 性 的 实施 方案 I 利 用 图 


1 中 所 示 的 用 于 异 位 TERT 基 因 的 表达 的 模型 ,具体 而 


言 , 图 1 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 ,其 中 异 位 基因 在 外 源 启 动 子 的 调控 下 表达 。 例 如 ， 


应 用 于 本 发 明 时， 


图 1 中 所 示 的 模型 可 以 表示 :从 引入 的 CAG 局 动 子 表达 异 位 的 TERT 基 因 。 


[0042] ”图 2 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 ,其 中 内 源 性 基因 在 外 源 启动 子 的 调控 下 表 
2 中 所 示 的 模型 还 可 以 表示 :从 引入 的 CAG 启 动 子 表达 内 源 性 


达 。 例 如 ,应 用 于 本 创新 时 ,图 


的 TERT 基 因 。 


[0043] ”图 3 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 ,其 中 基因 表达 通过 其 调控 序列 的 靶 向 突变 
3 中 所 示 的 模型 可 以 表示 :从 内 源 性 TERT 启 动 子 表达 


来 进行 变异 ,例如 ,应 用 于 本 发 明 时 ,图 
内 源 性 的 TERT 基 因 ,其 中 TERT 局 动 子 内 的 阻 过 物 结合 位 点 已 经 被 突 


破坏。 


[0044] ”图 4 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 , 其 中 外 源 基因 的 表达 在 捐 


以 表示 :从 内 源 性 B- 肌 动 重 白 局 动 子 表达 外 源 性 的 TERT 基 因 。 
[0045] ”图 5 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 ,其 中 内 源 性 基因 的 表达 通过 打靶 基因 序列 


的 激活 系 连 (tethering) 从 局 动 子 处 激活 转录 。 例 如 ,应 用 于 本 发 明 时 ,图 


入 在 基因 的 3” (3- 
prime) 末端 处 的 内 源 性 启动 子 的 调控 下 表达 。 例 如 ,应 用 于 本 发 明 时 ,图 


4 中 所 示 的 模型 可 


5 中 所 示 的 模型 可 


以 表示 :通过 打靶 TERT 局 动 子 的 CRISPRa 对 内 源 性 TERT 基 因 的 诱导 。 示 例 性 的 CRISPRa 模 式 


包括 但 不 限于 :由 通过 单一 gRNA 打 靶 革 基因 i 
在 CRISPRa 范 围 之 外 ,该 诱导 性 修改 机 制 


κ [ΗΕ 


发 酶 缺陷 型 Cas9 蛋 白 介 导 的 激活 。 


的 模式 涵盖 了 打 诅 基因 序列 的 激活 系 连 ,包括 但 不 
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限于 :核酸 酶 缺陷 型 锌 指 核酸 酶 (ZFN) 和 核酸 酶 缺陷 型 转录 激活 因子 样 效 应 核酸 酶 
(TALEN) . 
[0046] ”图 6 中 所 示 的 模型 可 以 适用 于 本 发 明 , 其 中 内 源 性 基因 的 表达 通过 基因 序列 计 癌 
的 阻 过 系 连 被 从 启动 子 阻 过 转录 ,例如 ,应 用 于 本 发 明 时 ,图 6 中 所 示 的 模型 可 以 表示 通过 
打靶 CDKN2B 启 动 子 的 CRISPRi 对 内 源 性 CDKN2B 的 阻 遇 ,示例 性 的 CRISPRi 阻 过 模式 包括 但 不 
限于 :由 通过 单一 gRNA 打 靶 调 控 区 或 基因 的 核酸 酶 缺陷 型 Cas9 蛋 白 介 导 的 阻 过 。 在 CRISPRi 
范围 之 外 ,该 过 和 制 性 修饰 机 制 的 模式 涵盖 了 打 对 DNA 序 列 的 阻 过 系 连 ,包括 但 不 限于 :核酸 
酶 缺陷 型 ZFN 和 核酸 酶 缺陷 型 TALEN。 

[0047] ”有 关 这 些 实例 所 用 方法 的 更 详细 讨论 ,请 见于 下 面 的 段落 C、G、H 和 I 中 的 材料 和 方 
法 ;应 注意 ,在 该 示例 性 的 实施 方案 中 ,该 制造 方法 可 以 使 用 上 文 在 I-B 部 分 中 描述 的 相同 
制造 方法 来 完成 。 

[0048] (O 制造 用 于 膀 食 消费 的 生物 质 

[0049] ”在 一 个 实施 方案 中 ,制造 用 于 膳食 消费 的 生物 质 包 括 四 个 步骤 : (1) 对 具有 针对 
CDKN2B 基 因 座 的 基因 修改 和 /或 TERT 的 异 位 表达 的 所 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ; (2) 将 扩 增 的 
细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库存 (stock inventory) 中 ; (3) 在 离 体 环境 中 接种 和 培 
养 来 自主 细胞 库 库 存 的 细胞 ;并 且 (4) 收获 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 。 

[0050] ”步骤 1 是 对 有 具有 针对 CDKN2B 基 因 座 的 基因 修改 的 所 选择 的 细胞 群 进行 扩 增 ,将 具 
有 基因 修改 的 所 选择 的 细胞 群 以 7.5X10 个 细胞 /cm 的 密度 接种 到 在 合 有 10% 动 物 血 清 的 
标准 生长 培养 基 (诸如 但 不 限于 牛 血 清 加 上 基础 培养 基 ) 中 的 由 明胶 包 被 的 组 织 培养 物 处 
蛙 的 塑料 构成 的 基质 上 ,并 且 在 37'C 下 、 在 5% 二 氧化 碳 .5% 氧 气 的 气氛 下 培养 。 当 培养 物 
接近 80% 汇 合 时 ,细胞 被 酶 法 分 离 , 并 且 将 扩 增 数量 的 细胞 以 7.5X10 个 细胞 /cm 接种 。 重 
复 该 过 程 直到 解 离 后 收获 的 细胞 总 数 超过 1.0X10* 个 细胞 。 

[0051] ”步骤 2 是 将 扩 增 的 细胞 群 低温 保存 并 储存 在 主 细胞 库 库存 中 。 收 获 的 细胞 数量 等 
于 或 超过 1.0X10°。 扩 增 后 ,通过 以 300 Xg 离 心 5 分钟 来 沉淀 所 选择 的 细胞 ,将 细胞 沉淀 以 
2.5X10* 个 细胞 /mL 悬浮 于 标准 低温 保存 培养 基 中 ,并 按 每 个 冷冻 小 瓶 1.0mL 进 行 等 分 。 使 
用 受 控制 的 冷却 容器 以 1'C/ 分 钟 将 冷冻 小 瓶 冷却 至 -80'C 并 转移 至 含有 液 氮 的 杜 瓦 瓶 中 以 
进行 长 期 储存 。 当 从 该 库 中 耗 尽 细胞 原液 时 ,将 剩余 小 瓶 的 细胞 如 实施 方案 I-B-1 中 所 述 那 
样 进 行 扩 增 , 并 且 如 实施 方案 I-B-2 中 所 述 那样 进行 低温 保存 ,以 补充 和 扩 增 主 细 胞 库存 。 
[0052] ”步骤 3 是 在 离 体 环 境 中 接种 和 培养 来 自主 细胞 库 的 细胞 :根据 所 需 的 培养 规模 尺 
度 , 将 来 自主 细胞 库 的 一 个 或 多 个 小 瓶 快 速 解冻 至 室温 。 通 过 5 分 钟 .300Xg 的 离心 步骤 从 
细胞 中 除去 低温 保存 培养 基 。 如 实施 方案 I-B-1 中 所 概述 ,将 细胞 悬浮 于 标准 生长 培养 基 
中 ,并 且 接 种 到 标准 生长 培养 基 中 的 明胶 包 被 的 培养 基质 上 并 进行 培养 ,不 同 之 处 在 于 ,在 
收获 前 的 最 后 一 次 传代 中 ,允许 细胞 在 细胞 培养 基质 上 增殖 至 等 于 或 大 于 100% 汇 合 。 根 据 


x 


Al ΑΡ Y HET MEAE MERI ΑΣΕΝ Ν ΠΣ, KOH f a BG TEK 20 LR 892 .0 X 10 F 
且 估 计 的 平均 细胞 倍增 时 间 为 24 小 时 (b) ο 

[0053] Kl. 

[0054] 
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[oos [oos [oos for | 
[os [oas foss fos | 
pigs | 


[wu es [ew [em fos 
EN [ow ue [es [rs [15 — 
[0055] ” 表 1 示 出 了 以 生产 规模 尺度 培养 生物 质 的 产量 估计 值 。 质 量 以 克 为 单位 示 出 ,1 个 
小 瓶 相当 于 ~2.5X10 个 细胞 。 
[0056]  ” 步 又 4 是 收获 培养 的 细胞 生物 质 用 于 膳食 消费 ,在 细胞 增殖 至 汇合 后 ,除去 培养 基 
并 用 磷酸 盐 缓冲 盐水 冲洗 粘 附 细 胞 培养 物 。 接 下 来 ,通过 刊 控 装置 将 粘 附 细胞 的 汇合 生物 
质 从 基质 上 以 机 械 方 式 分 离 。 将 分 离 的 生物 质 收集 到 离心 管 中 , 以 400Xg 沉 淀 5 分钟 ,除去 
过 量 的 液体 并 加 工 用 于 食品 产品 制剂 。 

[0057] 《< 第 二 个 示例 性 的 实施 方案 :通过 CDKN2A 基 因 座 的 基因 修改 和 TERT 的 异 位 表达 延 
IG PERE 

[0058] ”总 之 ,第 二 个 示例 性 的 实施 方案 使 用 CRISPR/Cas9 破 坏 了 多 细胞 动物 体 细胞 群 (其 
是 从 普通 牛 (Bos taurus) 骨骼 肌 分 离 的 原 代 成 肌 细 胞 群 ) 内 的 编码 p16 和 蛋白 的 CDKN2A 基 因 
座 , 以 产生 使 用 gRNA (SEQ ID NO 8-10) 打靶 编码 p16 的 CDKN2A 序 列 第 一 外 显 子 的 INDEL 突 
变 。 普 通 牛 (Bos taurus) 的 基因 CDKN2A 具 有 两 个 预测 的 剪接 变 体 (NCBI 登 录 号 :XM_ 
010807759.2、XM 010807758.1) ,其 中 编码 p16 的 第 一 外 显 子 是 CDKN2A 的 外 显 子 #2。 昌 然 单 
独 破坏 CDKN2A 基 因 座 提供 了 复制 上 的 益处 ,但 是 当 与 来 自 指导 相同 细胞 群 中 TERT 基 因 
(NCBI #35243 :NM 001046242.1:NCBIFEPJID 518884) 表达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 合成 基因 构 
建 体 (SEQ ID NO 11) 的 辅助 端 粒 酶 活性 相 组 合 时 ,两 种 修改 的 协同 作用 可 以 相 比 于 任 一 种 
单独 修改 进一步 地 增加 经 修饰 的 细胞 群 的 复制 能 力 。 普 通 牛 (Bos taurus) 的 物种 基因 组 特 
征 为 CDKN2A 基 因 ,其 预测 的 转录 物 编码 p16 (NCBI 登 录 号 :XM_010807759.2) 。 换 名 话说 ,基因 
修改 是 使 用 打靶 CDKN2A 基 因 外 显 子 2 ( 即 ,编码 p16 的 基因 序列 的 外 显 子 1) 的 向 导 RNA 对 
CDKN2A 基 因 外 显 子 2 ( 即 编码 p16 的 基因 序列 的 外 显 子 1) 中 的 保守 核 背 酸 序列 的 突变 ,并 使 
用 CRISPR/Cas9 产 生 。 破 坏 预 测 的 p16 编 码 序列 内 的 CDKN2A 基 因 座 是 本 申请 中 的 新 方法 。 有 
关 这 些 实例 所 用 方法 的 更 详细 讨论 ,请 参见 材料 和 方法 部 分 A、B、C、D、E、F、G、H 和 了 。 

[0059] ”在 所 有 其 他 方面 ,第 二 个 示例 性 的 实施 方案 遵循 第 一 个 示例 性 的 实施 方案 中 概述 
的 方法 以 在 离 体 培养 过 程 中 制造 用 于 膳食 消费 的 生物 质 , 该 方法 包括 : (1) 在 增殖 期 间 而 不 
是 在 分 化 期 间 通 过 使 p15 蛋白 去 活化 以 去 除 视网膜 母 细 胞 净重 白 对 细胞 周期 的 抑制 ,来 解 
除 在 复制 性 衰老 中 视网膜 母 细胞 瘤 重 白 对 细胞 分 裂 周 期 推进 的 抑制 ; (2) 通过 用 指导 功能 
性 TERT 基 因 表 达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 ("TERT 的 异 位 表达 ”) 的 基因 构建 体 转 导 多 细胞 动物 体 
细胞 来 维持 端 粒 酶 活性 ,以 减少 正常 的 .未 经 修饰 的 多 细胞 动物 体 细胞 的 复制 性 衰老 表征 ; 
(3) 维持 具有 CDKN2A 基 因 座 突变 和 TERT 异 位 表达 的 细胞 库 (“ 主 细胞 库 ”) ; (4) 在 离 体 环境 中 


.02 
.04 
120h .16 
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培养 来 自主 细胞 库 的 细胞 ;并 且 (5) 收获 培养 的 细胞 生物 质 用 于 腾 食 消费 。 
[0060] ”示例 性 的 实施 方案 II 采用 了 图 7 中 所 示 的 用 于 破坏 内 源 性 p16 和 蛋白 的 功能 的 模型 ， 


并 且 示 例 性 的 实施 方案 II 采用 了 图 ! 


中 所 示 的 用 于 异 位 TERT 基 因 表 达 的 模型 。 


[0061] 《第 三 个 示例 性 的 实施 方案 :通过 异 位 周期 蛋白 依赖 性 激酶 和 异 位 TERT 的 表达 延 


iR il ERE 


? 


[0062] 一般 地 说 ,第 三 个 示例 性 的 实施 方案 通过 异 位 过 表达 周期 蛋白 依赖 性 激酶 同 源 
物 ; 具 体 而 言 , 使 用 指导 CDK4 基 因 (NCBI 基 因 ID:510618) 异 位 表达 CDK4 和 蛋白 同 源 物 的 基因 构 


建 体 修饰 细胞 消除 在 复 


关 性 衰老 期 间 周 期 蛋白 依赖 考 激酶 抑制 剂 介 导 的 对 视网膜 母 细胞 
瘤 蛋 白 对 细胞 分 歼 周 期 的 抑制 的 稳定 化 ,通过 添加 来 自 指导 TERT 基 因 (NCBI 基 因 ID: 


518884) 过 表达 端 粒 酶 香 白 同 源 物 的 基因 构建 体 的 辅助 端 粒 酶 活性 可 以 实现 附加 益处 。 端 


粒 酶 蛋白 同 源 物 的 过 表达 增加 了 经 修饰 的 细胞 群 相对 于 其 未 经 修饰 的 杀 代 群体 的 复 第 


力 。 


[0063] ”更 具体 地 并 且 在 一 个 实施 方案 中 ,选择 原 鸡 (Gallus gallus) 来 使 用 指导 周期 重 
白 依 赖 性 激酶 基因 蜡 位 表达 周期 和 蛋白 依赖 性 激酶 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 体 对 家 禽 骨 骼 肌 
细胞 进行 修饰 建 模 ;维持 了 具有 指导 周期 蛋白 依赖 性 激酶 基因 异 位 表达 周期 蛋白 依赖 性 激 


ΠΕ O FT RU 


— 


[0064] ”制造 


请 参见 材料 和 方法 部 分 C、G、H 和 I 


Y 
AH 十 


eu 
Be 


= 


的 基因 构建 体 的 细胞 的 主 细胞 库 库 存 。 所 述 多 细胞 动物 细胞 群 的 转 导 是 用 指 
时 由 普通 牛 (Bos taurus) CDK4 基 因 (NCBI 登 录 号 :NM 001037594.2;NCBI 基 因 ID:510618) 表 
达 CDK4 和 蛋白 同 源 物 的 基因 构建 体 (SEQ ID NO 12) 。 有 关 这 些 实例 所 用 方法 的 更 详细 讨论 ， 


用 于 膳食 消费 的 生物 质 和 用 指导 TERT 基 因 表 达 端 粒 酶 蛋白 同 源 物 的 基因 构 


SEHE (SEQ ID NO 10 修饰 多 细胞 动物 细胞 群 的 细胞 遵循 上 文 在 第 一 个 示例 性 的 实施 方案 
中 描述 的 方法 。 


[0065] ”示例 性 的 实施 方案 III 采 用 图 1 中 所 示 的 用 于 异 位 CDK4 基 因 的 表达 的 模型 .示例 性 
I 采 用 图 1 中 所 示 的 用 于 异 位 TERT 基 因 的 表达 的 模型。 


的 实施 方案 II 


[0066] 《< 材料 和 方法 > 


[0067] (A) 肢 基 因 座 的 测序 
[0068] ”针对 每 种 物种 ,用 E.Z.N.A 组 织 DNA 提 取 试 剂 盒 (Omega Bio-tek) 从 原 代 细 胞 分 离 
物 中 提取 基因 组 DNA。 使 用 被 设计 用 于 扩 增 来 自 原 鸡 (Gallus gallus) 的 内 源 性 CDKN2B 和 来 
自 普 通 午 (Bos taurus) 的 内 源 性 CDKN2A 的 引物 来 PCR 扩 增 基因 组 DNA。 

[0069] ”在原 鸡 (Gallus gallus) 中 


进行 PCR 扩 增 


S LEUR SE RC? 


,推定 启动 子 区 域 和 CDKN2B 使 用 引物 SEQ ID NO 26-31 
田 节 的 下 表 2。 在 普通 牛 (Bos taurus) 中 ,推定 局 动 子 区 


域 和 CDKN2A 使 用 引物 SEQ ID ΝΟ 32-43 进 行 PCR 扩 增 ; 关 于 有 关 引 物 靶 的 细节 参见 下 表 2。 


[0070] 362. 
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[0071] 
SEQ ID NO DNA 序 列 mm 
1 ICACCCGCAG CAGATOGCCG Bet 235 CG. gallus) CDKN2B?F 
CGG 显 子 ] 的 gRNA 
2 CGGGTGAAGG 3658385 CG. gallus) CDKN2B?F 
AGCTACTGGA CGG 显 丁 1 的 SRNA 
3 GCACCACGCC TGCTGCTCCG Beta; (G. gallus) CDKEN2B 外 
GGG 显 子 1] 的 gRNA 
4 GCTGGGCTCC CCTCGCGGGT few (G. gallus) CDKN2B 外 
CGG ET 14JgRNA 
5 CCTCGTGTCT GTGGGCAGCG aR% (G gallus) CDKN2B 外 
GGG GG ISgRNA 
8 GGCGGCCAAC fes) #CDKN2A2P ΒΤ 243gRNA 
AAGTCGGCCG AGG 
9 GCCAACGCGC CGAACCGTTA 车 向 牛 CDKN2A 外 豆子 2 的 ERNA 
| €GG — 000 gga 
10 CCTCGGGTGC — AAAGACTCCGSeS 4-CDKN2A?|] 2.7244 gRNA 
CGG 


26 CTCTCCGTCC TCCCTACCTG 针对 原 鸡 (G. gallus) CDKN2B 外 
显 子 1 的 引物 
27 GTACCAACTG & F8 R38 CG. gallus) CDKN2B 外 
CGGGGAGAAA 显 子 1 的 引物 
28 GGACGCCGGT CAATGAATCA 针对 原 鸡 (G. gallus) CDKN2B 外 
显 子 2 的 引物 
29 CAGGTGATGA TGCTGGGCAG AF31/&35, (G. gallus) CDKN2B 外 
是 子 2 的 引物 
30 TTTCTCCCCG CAGTTGGTAC γα R38 (6 gallus) CDKN2BS 
动 子 的 引物 
31 CTGCAAGACC CAAGACGTCT 针对 原 鸡 (G. gallus) CDKN2BS 
动 子 的 引物 
32 GCCTAGTCCC ACACCCTTIC | 针对 牛 CDRKIN2A 启 动 子 的 引物 
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[0072] 


33 — PATITAAGCC TGGCCCCTGA 针对 牛 CDKN2A 启 动 子 的 引物 


34 TGTCCGACTC TTTGCCATCC ”针对 牛 CDKN2A 外 显 子 4 的 引物 


35 GACCCTOGAT AAGGCGTCAG 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 4 的 引物 


36 — AGTGAATGCT CTGGGAAGCG 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 3 的 引物 


37 ”GATTGTCAGC GCATCTGCAG 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 3 的 引物 


38 TAGAGATCTG AACCCCACGC 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 2 的 引物 


39 CICTGATGGG 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 2 的 引物 
AGTGGGGAGA | 
40 AGGCCTTTCC TACCTGGTCT 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 1 的 引物 


4] TAATTCCGCT GGTTTCCCAA 针对 牛 CDKN2A 外 显 子 1 的 引物 


42 AAACTGCTGC GACATCTGGA 针对 牛 CDKN2A 启 动 子 的 引物 


43 ACGGTCCCTC TTCTCTCTCC ”针对 牛 CDKN2A 启 动 子 的 引物 


[0073] “” 表 2 示 出 了 gRNA 和 引物 序列 的 细节 。 

[0074] ”使 用 凝 胶 电泳 (1% 琼脂 糖 以 10W/cm 运 行 ) 将 PCR 产 物 与 经 由 计算 机 模拟 预测 的 序 
列 大 小 进行 比较 .为 了 确定 CDKN2A 和 CDKN2B 的 基因 组 序列 ,将 各 自 的 PCR 产 物 使 用 商业 磁 珠 
试剂 合 纯 化 并 且 进 行 Sanger 测 序 。 测 序 引 物 与 用 于 扩 增 初始 PCR 产 物 的 引物 相同 .所 有 PCR 
引物 均 使 用 Primer3 2.3.7 (Untergasser 等 人 ,2012) 的 修改 版 本 设计 ,该 修改 版 本 可 在 
Geneious R10(http://www. geneious.com,Kearse @N,2012) 中 获得 ,使 用 针对 原 鸡 
(Gallus gallus) CDK N2B (NCBI 登 录 号 NM_204433.1) 和 普通 牛 (Bos taurus) CDKN2A (NCBI 
登录 号 :XM_010807759.2) 的 参考 序列 ,使 用 针对 每 种 物种 的 参考 染色 体 组 装 (对 于 普通 午 
(Bos taurus) NCBI 登 录 号 :AC_000165, 对 于 原 鸡 (Gallus gallus) NCBI 登 录 号 :NC_006127) 
来 设计 扩 增 每 个 基因 的 推定 启动 子 区 的 引物 。 

[0075] (B) gRNA 的 设计 

[0076] ”使 用 CRISPR/Cas9 来 破坏 普通 和 牛 (Gallus gallus) 基因 组 中 的 CDKN2A 的 p16 和 原 鸡 
(Gallus gallus) 基因组 中 的 CDKN2B 的 p15。 使 用 Geneious RIO (http:// 
www .geneious.com,Kearse 等 人 ,2012) 中 的 “寻找 CRISPR 位 点 (Find CRISPR Sites)” 功 能 
设计 用 于 CRISPR/Cas9 的 合适 gRNA。 对 于 每 种 物种 使 用 根据 NCBI 的 最 新 参考 基因 组 往 选 脱 
靶 效 应 : 原 鸡 (Gallus gallus)-5.0 (NCBI RefSeg 组 件 登 录 号 :6CF_000002315.4.) 和 普通 
4- (Bos taurus) v3.1.1 (NCBI RefSeq 组 装 登录 号 :GCF_000003055.6) 。 只 有 上 有 具有 脱 训 评分 > 
90% 的 gRNA 才 被 考虑 用 于 合成 。 选 择 用 于 合成 的 回 导 RNA 序 列 包 括 但 不 限于 针对 原 鸡 
(Gallus gallus) 的 SEQ ID NO 1-5 和 针对 普通 牛 (Bos taurus) 的 SEQ ID ΝΟ 8-10。 由 第 三 
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方 供应 商 为 每 个 选择 的 gRNA 构 建 、 扩 增 和 纯化 单独 的 pGS-gRNA 载 体 
转 染 的 pSpCas9PX165 载 体 也 来 源 于 第 三 方 供应 商 。 
[0077] (O 合成 构建 体 的 设计 


12/15 页 


。 待 与 每 种 gRNA 质 粒 共 


[0078] “将 巨细 胞 病毒 、 鸡 B- 肌 动 蛋白 、 免 8- 球 和 蛋白 (CAG) Wii (Alexopoulou, 


Couchman 和 Whiteford 2008) 用 于 促进 所 有 引入 的 合成 构建 体 的 稳 
原 鸡 (Gallus gallus) TERT 参 考 序列 (NCBI 登 录 号 :NM 001031007. 1) 


健 表 达 。 从 NCBI 检 索 到 
。 对 于 每 种 转录 物 变 体 


(NM_001031007.1 和 XM_015282334.1) ,提取 编码 DNA 序 列 (CDS) 区 并 将 其 连接 成 串联 序列 。 


然后 在 Geneious R10 (http://www.geneious.com,Kearse 等 人 ,201 


2) 中 将 CAG 调 控 元 件 连 


接 到 每 种 转录 物 变 体 的 CDS 的 5 端 。 由 商业 供应 商 将 全 长 的 合成 构建 体 SEQ ID NO 6 和 SEQ 
ID NO 7 组 装 并 克隆 到 哺乳 动物 表达 载体 中 。 此 处 描述 的 策略 也 用 于 产生 合成 TERT 构 建 体 
的 牛 版 本 ,使 用 参考 序列 (NCBI 登 录 号 :NM 0010464249. 1) 设计 普通 牛 Bos taurus) 的 TERT 


构建 体 (SEQ ID NO 11). 


[0079] ”为 了 驱动 牛 细胞 中 的 CDK4 的 强 表达 ,使 用 上 述 方法 产生 男 一 组 合成 构建 体 。 从 


NCBI 检 索 到 普通 牛 (Bos taurus) CDK4 参 考 序列 (NCBI 登 录 号 :NM_00 


1037594.2) .对 于 野生 


型 和 突变 体 序列 ,提取 CDS 区 并 将 其 连接 成 串联 序列 。 由 第 三 供应 商 将 合成 构建 体 SEQ ID 


NO 12 组 闭 并 克隆 到 哺乳 动物 表达 载体 中 。 


[0080] (D) 用 于 原 鸡 (Gallus gallus) CDKN2B 或 普通 牛 (Bos taurus) CDKN2A 的 INDEL 诱 变 


的 CRISPR/Cas9 细 胞 转 染 


[0081] ”为 了 进行 靶 癌 INDEL 诱 变 ,将 由 通过 质粒 编码 的 CRISPR/Cas9 和 蛋白 识别 的 gRNA 序 列 


[0082] 质粒 DNA 构 建 体 的 递送 由 非 脂 质 体 DNA 复 合 物 形成 的 转 
Promega) 介 导 ,该 转 染 试剂 直接 递送 至 纯 浮 液 中 和 烙 附 期 间 的 原 代 


进行 合成 . 扩 增 和 纯化 用 于 转 染 。 质 粒 DNA 含 有 标准 载体 骨架 ,其 含有 用 于 在 原核 系统 中 扩 
增 的 必需 调控 元 件 。 每 个 质粒 还 含有 在 每 个 靶 细 胞 群 内 瞬时 表达 gRNA 或 Cas9 蛋 白 所 必需 的 
调控 区 和 编码 区 ,以 在 5 "调控 区 、 编 码 区 或 两 者 内 引起 INDEL 突 变形 成 。 


染 试 剂 (Fugene HD, 
细胞 分 离 物 .将 打靶 编 


码 p15 的 原 鸡 (Gallus gallus) CDKN2B 基 因 的 5 区 域 的 gRNA 或 乡 


i 码 p16 的 普通 和 牛 (Bos 


taurus) CDKN2A 基 因 的 5 区 域 的 gRNA 设 计 用 于 从 转 染 的 质粒 表达 ,通过 利用 Grunwald 和 
Speer (2007) 的 方案 (Biochemica 3/2007, 第 26-27 页 ) 的 修改 版 本 来 完成 转 染 用 于 原 代 人 
上 骨骼 肌 成 肌 细 胞 的 识 向 修改 ,将 制备 的 质粒 DNA 在 无 菌 去 离子 水 中 稀释 至 1ug/4L 的 工作 浓 
度 。 针 对 2ug 的 总 DNA 量 将 每 种 质粒 DNA 原 液 等 分 ( 按 2: 1 比例 的 Cas9 质 粒 DNA:gRNA 质 粒 ) ,并 
且 通 过 研磨 充分 混合 .将 总 DNA 在 无 菌 去 离子 水 中 稀释 至 1ng/50uL 的 浓度 将 Fugene HDL 
6:2 的 比例 (Fugene HDI] (ULI) : 总 DNA (以 hg 计 ) ) 添加 到 DNA 混 合 物 中 并 充分 混合 。 

[0083] ”将 混合 物 在 室温 下 温 育 15 分 钟 以 促进 与 DNA 的 复合 ,通过 添加 等 体积 的 无 菌 去 离 
子 水 稀 杰 温 育 的 DNA 混 合 物 。 然 后 将 该 全 部 反应 混合 物 滴 加 到 悬浮 液 中 的 细胞 .将 细胞 和 


DNA 反 应 混合 物 在 37'C 下 、 在 5% C02、5%02 的 气氛 条 件 下 温 育 16 小 时 。 


[0084] “将 靶 细 胞 群 维持 在 组 织 培养 物 处 理 的 塑料 (6 孔 板 ) 上 的 增殖 培养 基 中 ,以 4X10? 


个 细胞 /ml 培养 基 的 密度 维持 细胞 ,在 转 染 之 前 ,无 菌 去 除 细胞 培养 
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基 , 将 细胞 在 1 XPBS 中 


洗涤 ,然后 在 37C 下 暴露 于 1X 解 离 试剂 TrypLE-Gibco) 3 分 钟 ,通过 添加 等 体积 的 增殖 培 
养 基 终 止 反 应 ,然后 进行 温和 研磨 。 然 后 将 细胞 转移 至 0.1% 明胶 包 被 的 孔 中 。 此 时 ,添加 
DNA 转 染 反 应 复合 物 , 并 旦 在 进一步 处 理 和 评价 之 前 48 小 时 ,将 细胞 在 37'C 下 、 在 5%C0s、 
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[0086] ”通过 首先 从 经 历 一 个 转 染 循环 的 杀 代 细胞 池 中 分 离 单 个 元 隆 细胞 群 来 选择 先前 
使 用 CRISPR/Cas9gRNA 转 染 的 细胞 群 , 使 用 有 限 稀 释 法 选择 细胞 ,将 转 染 的 细胞 酶 促 分 离 成 


单 细 胞 悬浮 液 ,。 产 生 2X10 个 细胞 /mL 
物 处 理 的 96 孔 板 中 的 每 个 孔 包 被 在 0.1% 明 胺 中 。 
殖 培养 基 , 将 4X10* 个 细胞 (200uL) KE TL 


iit 


培养 基 的 工作 原液 ，,， 


除 Al 筷 外 ,每 个 孔 预 先 填充 有 100uL 的 增 


HEUS AES 


的 96 孔 板 的 0.1% 明 胶 包 被 


总 体积 为 500uL。 将 组 织 培养 


的 A1 孔 中 。 将 AI 孔 的 一 半 体 积 (100nD) 立即 转移 至 B1 孔 并 充分 混合 ,从 Cl 至 明和 孔 重复 该 稀释 
系列 (1:2) ,在 接收 细胞 后 ,从 天 孔 中 移 去 100uL 并 丢弃 。 向 从 Al-H1 的 每 个 孔 中 添加 1004L 无 
细胞 增殖 培养 基 并 充分 混合 。 接 下 来 ,将 孔 Al 中 的 一 半 体 积 转移 至 A2 孔 并 充分 混合 。 从 A2 到 
A1l2 重 复 该 过 程 。 从 Bl 和 孔 开始 再 次 重复 稀释 系列 并 继续 至 B12。 对 于 C 至 H 行 重复 这 整个 过 程 ， 
直到 整个 板 Cr 964 4D) 都 接收 到 稀释 体积 的 细胞 .为 了 完成 稀释 系列 ,将 第 12 列 中 的 每 


个 孔 移 去 一 半 (100uD 并 将 其 丢弃 。 第 2 至 12 列 中 的 每 个 孔 各 自 都 添加 100BL 无 细胞 3 
养 其 ,以 使 板 上 每 个 孔 的 最 终 体 积 达到 200nL。 将 整个 板 在 37'C 下 在 低 氧 下 淖 


单个 细胞 集落 (大 于 或 等 于 10 倍 细胞 倍 : 


"ES 
H ,直到 出 现 
曾 或 1 ,024 个 细胞 ) 。 将 看 来 具有 源 自 单个 分 离 细胞 


的 孔 分 解 至 单个 细胞 ,并且 1:1 传 代 到 0.1%% 明 胶 包 被 的 24 孔 板 的 一 个 孔 中 并 在 37C 下 、 在 


5%C02、5%02 气 氛 条 件 下 温 育 。 


H 9026) 


Lf ,将 细胞 扩 3 
[0087] ”然后 将 通过 有 限 稀释 分 离 出 的 ` 并 在 6 孔 板 中 失 了 
孔 板 中 。 然 后 处 理 90% 汇 合 的 孔 用 于 进一步 的 评价 ,将 一 个 孔 分 解 至 单个 细胞 、 进 行 光 
以 300Xg 沉 演 5 分 钟 ,将 总 的 细胞 基因 组 DNA 分 离 并 进行 定量 


29026) 


曾 至 12 孔 板 ,然后 是 6 孔 板 。 
[ 合 的 细胞 1:4 传 代 到 6 


E 涤 并 


然后 对 总 的 基因 组 DNA 进 行 


CDKN2BEKCDKN2A F8: PF] BE HI PCR 2 


后 从 琼脂 糖 凝 胶 中 提取 这 些 PCR 产 物 并 用 于 Sanger 测 序 。， 


的 ` 未 经 处 理 的 亲 代 细胞 群 CDKN2B 或 CDKN2A 遗 传 序列 进行 比较 。 


[0088] (P) 细胞 增殖 和 衰老 测定 (EdU 方 法 ) 


首 , 并 在 1% 琼 脂 糖 凝 胶 上 以 10W/em 运 行 直到 解析 出 来 . 然 
各 序列 描 图 与 先前 验证 的 野生 型 


[0089] ”然后 通过 标准 EdU 测 定 来 评价 在 打靶 p15 功 能 的 原 鸡 (Gallus gallus) CDKN2B 基 


或 打靶 p16 功能 的 普通 牛 (Bos taurus 
胞 群 的 功能 上 的 和 表 型 的 表征 。 将 被 帮 


) CDKN2A 基 因 的 5 区 


域 中 展示 出 INDEL 突 2 


AF TEH 


形成 的 细 
INDEL 破 坏 的 基因 并 且 为 纯 克 隆 性 的 细 


胞 群 与 野生 型 细胞 一 起 以 相等 的 密度 接种 ,该 野生 型 细胞 未 接受 过 先前 的 CRISPR/Cas9 打 


靶 , 并 且 具 有 与 INDEL 修 改 细 胞 相同 的 细胞 群 倍 + 
5%0s 气 氛 条 件 下 温 育 24 小 时 ,然后 ,? 
Alexa 488EdU 试 剂 盒 ,Thermo-Fishe 


胞 ,对 野生 型 和 CDKN2B/A 基 因 修 改 的 


"EDT H^ 


比 染 色 。 然 后 ,在 标准 488nm 波 长 光 下 激发 后 可 视 化 细 


细胞 群 中 的 Alexa Flour 488/DAPI 的 比例 进行 定量 和 
比较 ,以 评估 每 个 细胞 群 组 内 的 增殖 性 群体 比率 。 在 每 次 群体 处 理 的 总 细胞 数 方面 和 关于 
细胞 传代 数 测量 的 阳性 Alexa Fluor 488 信 号 表明 DNA 复 
直接 量度 .为 了 量化 和 追踪 连续 传代 期 间 j 
该 程序 ,直到 至 少 一 个 细胞 群 停止 + 
[0090] (0) 异 位 质粒 DNA 转 染 的 方法 
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气氛 条 


兽 数 .使 每 种 细胞 类 型 在 37'C 下 、 在 5% CO». 
等 标 准 胸 芽 类 似 物 试剂 EdU) 添加 到 培养 基 (Click-It 
τ) ,并 且 将 细胞 在 37'C 下 、 在 5%C02、5%02 
温 育 4 小 时 。 温 育 后 ,将 细胞 洗涤 、 固 定 、 透 化 ,并 且 使 用 抗 EdU Alexa 488-RGN GH LY 
探测 .使 用 标准 DAPI 核 染色 实现 核对 


件 下 


制 已 发 生 并 且 是 细胞 活跃 
曾 殖 能 力 的 相对 维持 ,在 连续 群体 倍 : 


曾 殖 的 
HHH ES 
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[0091] Ἢ f RMR , T8 P TR AL ΙΕ P7 Bi 35 LA BAG HA ΕΕ ΒΕ STD SR DUWEA DA] (RU 


对 于 其 他 常 驻 的 药物 选择 性 标记 独特 ) 生成 含有 对 研究 下 的 多 细胞 动物 EU, ^H 


具有 种 属 特异 性 的 TERT 或 CDK4 调 控 序 列 和 编码 序列 的 质粒 DNA 构 建 体 ,为 了 本 文 描述 的 预 
期 用 途 , 质粒 DNA 含 有 标准 载体 骨架 ,其 含有 用 于 在 原核 系统 中 扩 增 的 必需 调控 元 件 


[0092] ”每 个 质粒 含有 在 每 个 靶 细 胞 群 内 组 成 型 表达 TERT 或 CDK4 有 蛋白 所 必需 的 
$3 DX 。 质 粒 DNA 构 建 体 的 递送 由 形成 
Promega) 介 导 ,该 转 染 试剂 直接 递送 至 悬浮 液 中 和 粘 附 期 间 的 原 代 细胞 分 离 物 。 


Ne 


HT 


促进 目的 基因 和 编码 真 核 生 物 抗生素 抗 性 的 基因 表达 所 必需 的 调控 序列 .通过 利用 
Grunwald 和 Speer (2007) 方案 (参考 Biochemica 3/2007 ,第 26-27 页 ) 的 修改 版 本 来 完成 转 
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的 基因 ”) 


调控 区 和 


脂 质 体 DNA 复 合 物 的 转 染 试剂 (Fugene HD, 


ARAA 


KIT RARA F RR DUR LR Rl HA) E MBEK ο HE NG BE ib PE BZ ea, SE 6e D Jo EDNA 4E " 
调控 组 分 的 上 游 进 行 限制 性 酶 消化 .为 了 从 未 切割 或 错 切 的 质粒 中 分 离 切 割 的 质粒 ,以 
10W/cm 运 行 0.8%% 琼 脂 糖 凝 胶 直 到 解析 出 来 .如 果 所 有 取样 的 质粒 DNA 都 适当 地 线性 化 , 则 
将 切割 的 质粒 在 无 菌 去 离子 水 中 稀释 至 luhg/ 岂 的 工作 浓度 将 2hg 总 DNA 在 无 菌 去 离子 水 中 


稀释 至 lug/50hL 的 浓度 。 将 Fugene 了 印 以 6:2 的 比例 (Fugene HD 试 剂 (PALIH) :总 


计 ) ) 添加 到 DNA 混 合 物 中 并 充分 混合 .将 混合 物 在 室温 下 温 育 15 分 钟 以 促进 与 DNA 的 复合 。 
通过 添加 等 体积 的 无 菌 去 离子 水 稀释 温 育 的 DNA 混 合 物 。 然 后 将 该 全 部 反应 混合 物 滴 加 到 
悬浮 液 中 的 细胞 (参见 下 文 ) 。 将 细胞 和 DNA 反 应 混合 物 在 37'C 下 、 在 5%C02、5%0 


下 温 育 48 小 时 。 
[0093] (D 对 用 异 位 DNA 转 染 的 细胞 的 克隆 选择 


DNA (以 hg 


气氛 条 件 


[0094] “通过 抗 生 么 药物 选择 并 且 存 活 法 来 选择 细胞 群 :将 在 Fugene 了 :线性 化 TERT 或 


CDK4 质 粒 DNA 序 列 中 温 育 的 细胞 除去 其 培养 基 、 在 1XPBS 中 洗涤 ,并 施加 新 鲜 的 
基 。 然 后 将 致死 剂量 的 抗生素 施加 至 培养 基 以 启动 细胞 克隆 选择 。 在 致死 性 抗 生 
露 下 、37'C 下 、.5%02、.5%C0s 下 温 育 细胞 14 天 ,监测 细胞 培养 基 并 定期 更 换 以 除去 


诱导 的 死亡 而 引起 的 细胞 碎 导 和 碎片 使 用 无 菌 p200 移 液 管 尖 端 挑 取 从 具有 转 染 


带 抗 生 素 抗 性 基因 的 单个 细胞 而 来 的 非 病态 增殖 细胞 集落 ,并 且 将 该 细胞 集落 转 


增殖 培养 
素 药物 暴 
由 于 药物 
质粒 上 扒 
移 至 96 和 孔 


板 的 0.1%% 明 胶 包 被 的 孔 中 。 然 后 如 前 所 述 重新 施加 200hL 含 有 致死 性 抗生素 浓度 的 增殖 培 


养 基 , 以 维持 恒定 的 选择 压力 ,将 细胞 在 37°C 下 、 在 5%02、5% C0 气氛 条 件 下 温 育 


直到 集落 


出 现 。 然 后 将 已 建立 且 增 殖 的 集落 分 离 成 单个 细胞 并 扩 增 到 更 大 表面 积 的 明胶 包 被 的 孔 


中 ,直到 在 6 孔 板 的 6 个 和 孔 内 汇合 ,然后 对 由 舍 目 的 基因 的 质粒 靶 问 的 每 个 存活 的 、 
胞 群 的 每 个 6 孔 板 的 一 个 汇合 孔 进 行 总 的 基因 组 DNA 分 离 ,将 总 的 细胞 基因 组 PNA 


扩 增 的 细 
分 离 并 进 


行 定量 。 然 后 对 总 的 基因 组 DNA 进 行 目的 基因 编码 序列 的 PCR 扩 增 ,并 在 0.8% 琼 脂 
以 10W/ cm 运行 直到 解析 出 来 .然后 从 琉 脂 糖 凝 胶 中 提取 这 些 PCR 产 物 并 用 于 Sange 


糖 凝 胶 上 
+ 测序 o NG 


序列 描 图 与 野生 型 的 、 未 经 处 理 的 亲 代 细 胞 群 以 及 具有 日 的 序列 的 种 属 特异 性 基 


因 的 计算 


机 模拟 设计 进行 比较 ,然后 评价 展示 出 上 共有 与 经 由 计算 机 模拟 的 预测 相 匹 配 的 目 


的 基因 组 


序列 的 基因 的 细胞 群 的 功能 的 和 表 型 的 表征 。 
[00905] — (D 使 用 TRAP 的 端 粒 酶 功能 验证 


[0096] ”使 用 标准 TRAP 测 定 实现 对 TERT 表 达 产 物 的 功能 评价 。TRAP, 即 端 粒 酶 重复 扩 增 广 


案 以 下 列 方式 进行 ,将 被 确定 上 共有 TERT 构 建 体 的 元 隆 分 离 的 细胞 群 与 不 含 TERT 构 


建 体 的 细 


胞 (未 经 处 理 的 细胞 比较 物 ) 一 起 以 相等 的 浓度 铺 板 ,并 且 在 37'C 下 、 在 5%C0s、5%02 气 氛 条 
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件 下 温 


育 直 到 80 96 7| 


其 缺失 存在 正 相关 ) 。 
[0097] “结论 > 
[0098] — A EDEAIRT:HTÀ8G 


裂 周 期 推进 的 特 
实现 ,此 类 技术 的 实例 包括 但 不 限于 以 下 : (1) 通过 短发 来 RNA 沉 默 RNA 翻 译 (E 


向 导 RNA 打 靶 的 核酸 酶 缺陷 型 Cas9 调 节 内 源 性 


病毒 载体 、 转 染 DNA 或 同 源 重组 介 导 的 基因 工程 ; (4) 
Bak XE S] e BS) H 
白 依赖 性 激酶 同 源 物 诸 如 CDK6 和 CDK2, 以 及 对 
269 卷 第 1281-1284 页 ) ; (6) 在 其 物种 身份 的 特 


EX pRB Í 
HHE 


CDK4R24C (Wolfe1 4 A , 1995; Science H 
为 p15 和 p16 两 种 转录 物 的 细胞 中 同时 破坏 p15 和 p16 


说 
[ 合 。 然 后 将 细胞 洗 泛 、 收 集 、 沉 深 和 裂解 以 收集 细胞 内 蛋白 
基因 组 DNA。 使 用 含有 必需 试剂 和 缓冲 液 的 市 
盒 ,EMD Millipore) ,对 
以 解析 指示 存在 活性 端 粒 酶 的 条 带 


基因 组 DNA 进 行 PCR 扩 增 


I 解除 在 复制 
定 拉 术 。 除 了 本 文 提 到 的 这 些 朱 


| 以 破坏 来 自 RB1 


明 3 


售 TRAP 测 
.将 所 得 物 在 
图 样 ( 即 梯形 条 带 的 图 样 


15/15 页 


质 级 分 以 及 
定 试剂 盒 (TRAPeze 端 粒 酶 检测 试剂 
性 丙烯 酰胺 凝 胶 上 运行 ， 
,其 与 活性 端 粒 酶 的 增加 或 者 


EZ 


性 衰老 期 间 视网膜 母 细 胞 瘤 蛋 白 对 细胞 分 


TEBENG Ib, TAMAN 


基因 表达 CE 


| 可 以 通过 其 他 技术 
8) ; (2) 通过 
η. 


5 和 6) ; (3) 慢 ; 


通过 图 4.6.7 和 8 中 建 模 的 方法 直接 打 


基因 座 的 
CKT HI 


38 


基因 表达 ; (5) 异 位 过 表达 野生 型 
| 无 效 的 突变 CDK 同 源 物 ,诸如 
征 
E 两 者 ;以 及 (7) 使 用 打靶 视网膜 母 


细胞 瘤 家 族 蛋 白 的 病毒 香 白 破坏 视网膜 母 细胞 瘤 家 族 蛋 白 功 能 ,该 病毒 重 白 含有 与 含有 亮 
肛 酸 -X- 半 脱 损 酸 -X- 谷 肛 酸 的 五 肽 基 序 同 源 的 基 序 。 
[0099] ”尽管 该 方法 的 一 个 实施 方案 获得 对 用 于 膳食 消费 的 动物 生物 质 的 培养 ,但 是 其 他 


应 用 包括 用 于 生产 诸如 皮革 的 纺 乡 


外 ,鉴于 肉 类 的 全 球 需求 迅速 增加 、 肉 类 


永生 化 的 家 


医学 应 用 提供 


畜 细 胞 系 可 以 为 了 解 家 畜 骨 


只 品 的 生物 过 程 ; 和 医疗 用 途 , 诸 如 治疗 性 组 织 和 疫苗 。 此 


消耗 的 资源 要 求 和 经 济 影响 ,克隆 .完全 肌 源 性 和 


BELA A 


育 的 机 种 


小 改善 家 畜 增 重 . 兽 医学 和 其 他 兽 


有 价值 的 资源 .还 应 当下 


JJ 
3 , 


在 本 发 明 范 


围 内 描述 的 用 途 涵 盖 了 、 不 排除 并 且 


不 受 限于 : (1) 对 于 其 遗传 身份 不 是 源 自 在 农业 中 普 志 的 动物 物种 的 细胞 系 的 应 用 ;以 及 


(2) M Eri LEA P B 2H 2 
本 发 明和 方法 的 分 类 范 
(Gallus gallus) AS Meleagris gallopavo) 和 绿 头 
是 家 冀 的 物种 ,包括 但 不 限于 普 


[0100] 


aries) 


对 虾 (Litopenaeus setiferus). 


(Gadus morhua) 、 
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只 的 本 体 细 胞 谱系 生产 动物 生物 质 。 
用 涵盖 :被 认为 是 家 禽 的 物种 ,包括 但 不 限于 : 原 鸡 


H% (Anas platyrhynchos) 、 被 认为 


11 (Bos taurus) «ΤΗ (Sus scrofa) 和 家 绵羊 (Ovis 
,以 及 被 认为 是 海产 品 的 物种 ,包括 但 不 限于 西洋 多 
(Thunnus thynnus) 、 大 西洋 鲁 


(Salmo salar) 、 金 枪 鱼 


美洲 敖 龙 是 (Homarus americanus) 和 白 滨 
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序列 表 


F 5) πε 


«110» 重 菲 斯 肉 类 公司 Memphis Meats, Inc.) 


«120» 用 于 培养 用 于 膳食 消费 的 动物 生物 质 的 工程 细胞 系 
«130» 45974.0002 


«160» 43 


<170> PatentIn 3.5 版 


<210> 1 
«211» 23 
«212» DNÀ 
«213» HUG 
<400> 1 
tcaccegcag 
«210» 2 
«211» 23 
«212» DNÀ 
«213» HUG 
«400» 2 
cgggtgaagg 
«210» 3 
«211» 23 
«212» DNÀ 
«213» HUG 
«400» 3 
gcaccaegcc 
<210> 4 
«211» 23 
«212» DNÀ 
«213» HUG 
«400» 4 
gctgggctcc 
«210» 5 
«211» 23 
«212» DNÀ 
«213» HUG 
«400» 5 
cctegtgtct 
«210» 6 
<211> 5816 


cagategceg 


agctactgga 


tgctgetceg 


cctegcgggt 


gigggcagcg 


cgg 23 


cgg 23 


ggg 23 


cgg 23 


ggg 23 
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<212> 
<213> 
<220> 
<223> 
<220> 
<221> 增强 
<222> (1). 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 6 
acttacggta 


DNA 
AL 


合成 


局 动 


Ρ 3 


aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgagccec 
gtatttattt 
CgCcCaggcgg 
cagccaatca 
ggcectataa 
tgcecegctc 
cacaggtgag 
gacggcttgt 
tgtgcggggg 
gcggctccgc 
tcegcagtgt 
gcgaggggaa 
gcgegteggt 
cggcttcggg 
ggtggcggca 
888a8888C8B 
attgectttt 


序列 


构建 体 


子 
. (293) 


人 CMV ΤΕΙ 


子 


(294) . (573) 
ΧΡΡΙΙ ΙΕΚ ΘΕ 


子 


(576) . (1546) 
内 含 子 鸡 B 肌 动 蛋 白 


aatggecegc 
gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
88C8888C8B 
gagcggecgcg 
aaagcgaagc 
Cgccgccgcc 
CEggcgggac 
ttettttctg 
gagcggctcg 
gctgcceggc 
gcgcgagggg 
caaaggctgc 
cgggctgcaa 
tgcggggctc 
ggtgggggtg 
cggcggcccc 


atggtaatcg 


序 


ctggctgacc 
taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
ggcgaggggc 
ctcegaaagt 
8C8C88C888 
tcgcgccgcc 
ggcccttctc 
tggctgcgtg 
gggggtgcgt 
ggctgtgagc 
agcgcggccg 
gtgcggggtg 
cceccectgc 
cgtacggggc 
CCESECBSBS 
cggagcgccg 
tgcgagaggg 


列 表 


gcccaacgac 
agggactttc 
acatcaagtg 
Cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
8888C8888C 
ttccttttat 
cgggagtcgc 
cgceceggct 
ctecgggctg 
aaagccttga 
gcgtgtgtgt 
gctgcgggcg 
ggggcggtgc 
tgtgcgtggg 
accccectcec 
gtggcgcggg 
cggggccgcc 
gcggctgtcg 
cgcagggact 
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CCccgcccat 
Cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gaggcggaga 
88Cc8a88C88 
tgcgcgctgc 
ctgactgacc 
taattagcgc 
888ggctccgg 
gtgcgtgggg 
C88C8C8888 
ccegcggtgc 
gggg tgagca 
ccgagttgct 
gctegcegtg 
tcgggccggg 
aggcgcgBgcg 
tcctttgtcc 


tgacgtcaat 
aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
ΞΕΕΕΕΕςΕςΕ 
8g Lgcggcgg 
C88Cc88c88Cc 
cttcgecceg 
gcgttactcec 
ttggtttaat 
gagggcectt 
agcgecgegt 
ctttgtgcgc 
ggggggggcet 
gggggtgtgg 
gagcacggcc 
cc888c8888 
gagggctcgg 
agccgcagcc 


caaatctgtg 
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60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
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cggagccgaa 
gCc88C8CCBB 
cccttctcec 
8888Cagggc 
atgttcatgc 
ctcatcattt 
agccegggct 
acaactgtgt 
tcggtgtgcg 
cgctgcgggg 
agggtggcac 
tcgtgtcgca 
gcttccagca 
aaaagaaaaa 
acttcagagt 
cgattcgcat 
tgtacctgct 
tctgcgggca 
ttagacgacg 
ttgtgtttca 
gaggtcgtgt 
gttatcagcc 
cacgtctgga 
aaaggaagcg 
aagagataga 
ggcatggaac 
tttctgaaag 
ggaagaggcc 
taaagaccgg 
acccaatcca 
ctgagttgaa 
aggaaaatcc 
tgtactttga 
cgttcatact 
tattcttaag 
ggcgaaagaa 
taaagaacca 
tttctgaagc 


caaaggttca 


atctgggagg 
caggaaggaa 
tctccagcct 
8gggttcggc 
cttcttcttt 
tggcaaagaa 
gggcataaaa 
tcactagcaa 
gcggctccgc 
ctgctacgcc 
cggggaggtc 
gtgcgtggtg 
gttatccagt 
gaagaacatc 
tttgccatct 
cagtggcctc 
ggagcactgt 
accaatttat 
gtactcaagg 
caggcactat 
ctecagcagg 
ttctgcaaaa 
aaaacagagc 
tgatggagaa 
ggaacaggct 
ctectggcat 
aagtaacagt 
tgtggcagac 
tgcagaaaaa 
taaacccaat 
ttctgtacaa 
cccagctcat 
gaagaaattt 
gagecgectg 
ccaaaaccca 
gaggttgccc 
tgagaagtgc 
atgtttgaaa 


caagcacaca 


序 


Cgccgccgca 
atgggcgggg 
cggggctgtc 
ttectggcgtg 
ttcctacagc 
ttcggcttga 
gtcagggcag 
cctcaaacag 
aatgtagcgc 
gaggccacgc 
gaggtgctgc 
tgcgtceccec 
cagagcgaag 
cttgcgtatg 
tcgtgtatat 
tgggagatac 
gcactcttca 
gaacttattt 
tttaaacata 
ctttccaagt 
agaaaaagaa 
gtgaactttc 
tgctccagtt 
caggttgaaa 
tgtagtateg 
gtagcaccac 
gagatgtctg 
aaaagctctt 
cgagcagaat 
agaaggggca 
actgaaccaa 
ttggcaaagc 
cttctgtatt 
cagggttgtc 
ttaaaggaac 
aaacgctact 
ccttatttag 
aagacggagc 


gaacatggga 


Jj πε 


ccecctctag 
agggecttcg 
CECEggggga 
tgaccggcgg 
tectgggcaa 
tcgaagcecgt 
agccatctat 
acaccatgga 
888a88agcc 
cgctggaggc 
gaggcgacga 
gcggtgctcg 
tcatcacaag 
gatactectt 
acagctatct 
tgctgagtag 
tgctggttcc 
cgcgtaacgt 
atagcttgct 
cgcagtggtg 
ggagccatag 
aagcaggtag 
tatgtttgcc 
tcacagctaa 
ttectgatgt 
gtgctgtagg 
gtcettetgt 
ttecacaagg 
ccaatagaag 
tagagaggcg 
tggaaggtgc 
agttaccaaa 
ccegcagtta 
aggcaggtgg 
agcagaacca 
ggcaaatgag 
ttttcttgag 
tgaccttgca 


aagagtccac 
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C888C8C888 
tgcgtcgccg 
Cggctgcctt 
ctctagagcc 
cgtgctggtt 
ctcaggggag 
tgcttacatt 
gcgcggggct 
cttcgecgeg 
cttcgtccgg 
cgctcagtgc 
cgccateccec 
aatcgttcag 
gctggatgag 
gtccaatact 
gataggggac 
cccaagtaac 
agggccatcc 
tgactatgtg 
gaagtgcagg 
gatacaaagc 
gcagatcagc 
agctagagca 
gagagtgaaa 
aaaccaaagt 
tcttattaaa 
agttcacaga 
agttcagggt 
gggcatagag 
tataaatcca 
ttcttcaggg 
tacattgteg 
ccaagaatat 
aaggcggctt 
aagcctacca 
agagatattt 
gaaaaattgc 
ggcggctctg 
tgagggtact 


gcgaagcggt 
Cgccgccgtc 
CEggggggac 
tctgctaacc 
attgtgctgt 
agaccgcagg 
tgcttctgac 
Cagccgggag 
gtcctgggcg 
cggctgcagg 
taccggacct 
cggcccatct 
aggctgtgtg 
aacagttgtc 
gtaacagaaa 
gacgtgatga 
tgttaccagg 
ccagggtttg 
cgaaaaaggc 
ccgagacgtc 
ctaaggtctg 
acagttactg 
ccatctttaa 
ataatggaga 
agcteccaga 
gaacattaca 
tctcaecctg 
aacaaacgca 
atgtatataa 
acccacaaac 
gacagaaagc 
cgctctacag 
tttcctaaat 
atagaaacta 
cagcaaaagt 
cagaagctgg 
cctgttttgc 
cctggggaag 
gcaccgaaca 


3/28 页 


1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
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gcttcctcgc 
ctgcagaggg 
aggtgtatgg 
caagccataa 
atgctaagct 
ttegtctggc 
ttctggcaaa 
ttttctatat 
tctggggcaa 
ccttgtcttc 
ggctccggtt 
ttgaaggaca 
agctaaaaaa 
gctettcagt 
tttttgaatc 
cttttgatac 
agagccaaac 
aagccaggaa 
agcagtttgt 
agtgcttaac 
ataataacat 
gctecatttt 
tctgtgggat 
cgccacattt 
atggcttttt 
gatgttecaa 
tggatgtgca 
gatcaagtct 
ctgcagtcct 
agacagttct 
gtgttcttca 
tcatctctga 
ctttaggtag 
accatgcctt 
cccttaaagt 
tgaagacggt 
«210» 7 

<211> 5854 
«212» DNA 


tcctcectca 
gagtgatccg 
ctttgtgagg 
caaatgccgg 
ttcattgcag 
caaaggtaat 
attcctatac 
caccgagacc 
gttacagaac 
agaggagatg 
cattcctaaa 
gaaactcagc 
tctatttagt 
attcgggaga 
aggtggtgaa 
cattcctcac 
tgtctatgga 
actctataag 
gtccaagctt 
ttttaatgag 
cctggagatt 
gtcaacctta 
ccagaaggat 
aatgcaggca 
aataaatgcc 
gttcaaacat 
gacacttgag 
ttccttcaat 
caaactgaaa 
aattaacatc 
gcttccattc 
tactgcettea 
caaagatgca 
cattgtcaaa 
ctataagatg 


gacggaacca 


序 


gtgctagcat 
ctectcaggg 
gagtgcctgg 
ttctttaaaa 
cagctgatgt 
cactctgttc 
tggctgatgg 
atgttccaga 
attggaatta 
gaagtgatcc 
atgaatggtt 
aaggaaagca 
gttttaaact 
gatgatatct 
atgcctcatt 
aagaaacttg 
ataaggtggt 
agacatgttt 
caagagagaa 
aacagttcca 
gggcacaggt 
ctttgcagct 
ggagtcctaa 
agaacttttc 
aagaagactg 
ctgccagatt 
gtttattgtg 
tcaagtagaa 
tgccatectt 
tacaagatat 
aaccagaaag 
tgctgctatt 
tctggcatgt 
ctgtccaacc 
catctgtttg 
tcgctttgtc 


Jj πε 


gtgggcagcc 
agctgctcag 
agcgggtgat 
acgtgaaagc 
ggaagatgag 
ctgcctatga 
attcctatgt 
aaaacatgct 
gagaccattt 
gtcaaaaaaa 
taagacccgt 
gagaaaagaa 
atgaacgaac 
acaggaagtg 
tctactttgt 
tggaagtgat 
atgcagtgat 
ctactttcga 
cttcattacg 
ccctgtttac 
actatataca 
tatgctacgg 
tacgtcttat 
taaggactat 
tggtgaattt 
gtcgtttgat 
attactccag 
tagctgggaa 
tacttettga 
ttttacttca 
ttaggaataa 
ttatcctgaa 
tcccttttga 
acaaagttat 
ggaagatccc 


aagatttcaa 


23 


agagagaggg 
gcagcacagc 
ccctgctgag 
attcatttcc 
agtgaatgac 
acattgttac 
tatcgagttg 
tttctactac 
tgccaaagta 
gtattttcct 
agtaagacta 
gatacagcgc 
tgtaaacacc 
gaaggagttt 
aaagggtgat 
atcacaggtc 
tatgattacc 
ggattttatt 
aaatgcaata 
tttctttctt 
gtgctctgga 
agacatggaa 
tgatgacttt 
agcagcaggt 
tcctgttgat 
ctcatggtgt 
ttatgccttt 
aaacatgaaa 
cttaaagatc 
ggcttacagg 
tcctgatttc 
agctaaaaat 
ggcagcagaa 
ttacaaatgc 
aagggatact 


aactatactg 


gaacagcacc 
agccactggc 
ctgtggggtt 
atggggaagt 
tgcgtatggc 
cgtgaagaaa 
ctcaaatcat 
cgaaagttta 
catctacgtg 
attgcatcaa 
agccgtgttg 
tataacactc 
agtatcattg 
gttacaaagg 
gtatccagag 
ttgaaacctg 
ccaactggaa 
ccagacatga 
gtagttgaac 
caaatgttac 
atcccacagg 
aacaaattac 
ttgctggtta 
attcctgagt 
gatatcecgg 
ggtttattat 
acttctatca 
tgcaaattga 
aacagccttc 
ttccatgcct 
ttectaagga 
ccaggagttt 
tggctgtgct 
ttacttaagc 
atggaactgc 
gactaa 5816 
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3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4560 
4620 
4680 
4740 
4800 
4860 
4920 
4980 
5040 
5100 
5160 
5220 
5280 
5340 
5400 
5460 
5520 
5580 
5640 
5700 
5760 
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F 5) πε 


«213» 人 工序 列 
<220> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 


合成 构建 体 


增强 子 
(1).. (293) 
人 CMV ΤΕΙ 


启动 子 
(294) .. (575) 
ΧΡΡΙΙ ΙΕΚ ΘΕ 


<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 7 

acttacggta 
aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgagccec 
gtatttattt 
cgcgccaggc 
ggcagccaat 
gcggecctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgigcggg 
gtgcggctec 
gctcegcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cceggcetteg 
ggggtggcgg 
88888a8888 
ccattgectt 
tgecggagceg 


内 合子 
(578) . (1548) 
内 含 子 鸡 B 肌 动 蛋 白 


aatggecegc 
gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
8888C8888C 
cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tcegcegceog 
ΒΕΟΕΕΕςΕΕΕ 
gtttcttttc 
88gagcggct 
gcgctgcccg 
gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
ggtgcgegggc 
caggtggggg 
cgcggcggcc 
ttatggtaat 
aaatctggga 


ctggctgacc 
taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 
cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgegceog 
acggeccttc 
tgtggctgeg 
cggggggtgc 
gcggctgtga 
88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tcegtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
g8C8CCECCB 


gcccaacgac 
agggacttte 
acatcaagtg 
Cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
ΕΟΕΕΕΕςΕΕΕ 
gtttcctttt 
8gcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgcgtgtgt 
gcgctgcggg 
cgggggcggt 
tgtgtgcgtg 
gcacccccct 
gcgtggcgcg 
BSCBSBSBCCE 
cggcggctgt 
88c8ca8883 
caccccectct 


24 


ccecgeccat 
cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 
atggcgaggc 
gctgcgcgct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctcc 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 
gccecgeggt 
ggggggtgag 
ccecgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggceg 
Cgaggcgcgg 
cttcctttgt 
agcgggcgcg 


tgacgtcaat 
aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
ggggggggcg 
gaggtgcggc 
88c88c88Cc8 
gccttcgccc 
CCgcgttact 
gcttggttta 
gggagggccc 
BSagCcgccgc 
ggctttgtgc 
ΕΟΕΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggctce 
cgagccgcag 
cccaaatctg 


888c8338Cc8 


5/28 页 


60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
460 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
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gtgcggcgcc 
tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
g8agcccggg 
acacaactgt 
agtcggtgtg 
cgcgctgcgg 
ggaggg tggc 
cttcgtgteg 
ctgcttccag 
tgaaaagaaa 
tcacttcaga 
aacgattegc 
gatgtacctg 
ggtctgcggg 
tgttagacga 
gcttgtgttt 
tcgaggtcgt 
tggttatcag 
tgcacgtctg 
aaaaaggaag 
gaaagagata 
gaggcatgga 
catttctgaa 
tgggaagagg 
cataaagacc 
aaacccaatc 
acctgagttg 
gcaggaaaat 
agtgtacttt 
atcgttcata 
tatattctta 
gtggcgaaag 
ggtaaagaac 
gctttctgaa 
agcaaaggtt 


cagcttectc 


ggcaggaagg 
cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
ctgggcataa 
gttcactagc 
cggcggctec 
ggctgctacg 
aCCBBgBgBagg 
cagtgcgtgg 
cagttatcca 
aagaagaaca 
gttttgccat 
atcagtggcc 
ctggagcact 
caaccaattt 
cggtactcaa 
cacaggcact 
gtctccagca 
ccttctgcaa 
gaaaaacaga 
cgtgatggag 
gaggaacagg 
acctcctggc 
agaagtaaca 
cctgtggcag 
ggtgcagaaa 
cataaaccca 
aattctgtac 
cceccagctce 
gagaagaaat 
ctgagcegcc 
agccaaaacc 
aagaggttgc 
catgagaagt 
gcatgtttga 
cacaagcaca 


gctectecct 


序 


aaatgggcgg 
ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aatteggctt 
aagtcagggc 
aacctcaaac 
gcaatgtagc 
ccgaggccac 
tcgaggtgct 
tgtgcgtccc 
gtcagagcga 
tecttgcgta 
cttegtgtat 
tctgggagat 
gtgcactctt 
atgaacttat 
ggtttaaaca 
atctttccaa 
ggagaaaaag 
aagtgaactt 
gctgctecag 
aacaggttga 
cttgtagtat 
atgtagcacc 
gtgagatgtc 
acaaaagctc 
aacgagcaga 
atagaagggg 
aaactgaacc 
atttggcaaa 
ttettetgta 
tgcagggttg 
cattaaagga 
ccaaacgcta 
gcccttattt 
aaaagacgga 
cagaacatgg 


cagtgctagc 


Jj πε 


ggagggcctt 
tccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctectgggc 
gategaagcc 
agagccatct 
agacaccatg 
gcgggaggag 
gccgctggag 
gcgaggcgac 
ccgecggtgct 
agtcatcaca 
tggatactcc 
atacagctat 
actgctgagt 
catgctggtt 
ttecgcgtaac 
taatagcttg 
gtcgcagtgg 
aaggagccat 
tcaagcaggt 
tttatgtttg 
aatcacagct 
cgttcctgat 
acgtgctgta 
tggtccttct 
ttttccacaa 
atccaataga 
catagagagg 
aatggaaggt 
gcagttacca 
ttcecgcagt 
tcaggcaggt 
acagcagaac 
ctggcaaatg 
agttttcttg 
gctgaccttg 
gaaagagtcc 


atgtgggcag 


25 


cgtgcgtcgc 
gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
gtctcagggg 
attgcttaca 
gagcgecgggg 
ccettegceg 
gccttcgtcc 
gacgctcagt 
cgcgccatec 
agaatcgttc 
ttgctggatg 
ctgtccaata 
aggatagggg 
cceccaagta 
gtagggccat 
cttgactatg 
tggaagtgca 
aggatacaaa 
aggcagatca 
ccagctagag 
aagagagtga 
gtaaaccaaa 
ggtettatta 
gtagttcaca 
ggagttcagg 
aggggcatag 
cgtataaatc 
gcttcttcag 
aatacattgt 
taccaagaat 
g8aaggcggc 
caaagcctac 
agagagatat 
aggaaaaatt 
caggcggctc 
actgagggta 


ccagagagag 


CECECCECCE 
ttcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
agagaccgca 
tttgcttctg 
ctcagecggg 
cggtcctggg 
ggcggctgca 
gctaccggac 
cceggcccat 
agaggctgtg 
agaacagttg 
ctgtaacaga 
acgacgtgat 
actgttacca 
ccccagggtt 
tgcgaaaaag 
ggccgagacg 
gcctaaggtc 
gcacagttac 
caccatcttt 
aaataatgga 
gtagctecca 
aagaacatta 
gatctcacce 
gtaacaaacg 
agatgtatat 
caacccacaa 
gggacagaaa 
Cgcgctctac 
attttcctaa 
ttatagaaac 
cacagcaaaa 
ttcagaagct 
gccetgtttt 
tgcctgggga 
ctgcaccgaa 


gggaacagca 


6/28 页 


1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
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ccctgcagag 
gcaggtgtat 
ttcaagccat 
gtatgctaag 
gcttcgtctg 
aattctggca 
atttttctat 
tatctggggc 
tgccttgtct 
aaggctcegg 
tgttgaagga 
tcagctaaaa 
tggctettea 
ggtttttgaa 
agcttttgat 
tgagagccaa 
aaaagccagg 
gaagcagttt 
acagagattt 
cagttccacc 
gcacaggtac 
ttgcagctta 
agtcctaata 
aacttttcta 
gaagactgtg 
gccagattgt 
ttattgtgat 
aagtagaata 
ccatccttta 
caagatattt 
ccagaaagtt 
ctgctatttt 
tggcatgttc 
gtccaaccac 
tctgtttggg 
gctttgtcaa 
<210> 8 

«211» 23 

<212> DNA 


gggagtgatc 
ggctttgtga 
aacaaatgcc 
ctttcattgc 
gccaaaggta 
aaattcctat 
atcaccgaga 
aagttacaga 
tcagaggaga 
ttcattccta 
cagaaactca 
aatctattta 
gtattcggga 
tcaggtggtg 
accattcctc 
actgtctatg 
aaactctata 
gtgtccaagc 
ttactaaact 
ctgtttactt 
tatatacagt 
tgctaeggag 
cgtcttattg 
aggactatag 
gtgaattttc 
cgtttgatct 
tactccagtt 
gctgggaaaa 
cttcttgact 
ttacttcagg 
aggaataatc 
atcctgaaag 
ccttttgagg 
aaagttattt 
aagatcccaa 


gatttcaaaa 


序 


Cgctcctcag 
gggagtgcct 
ggttctttaa 
agcagctgat 
atcactctgt 
actggctgat 
ccatgttcca 
acattggaat 
tggaagtgat 
aaatgaatgg 
gcaaggaaag 
gtgttttaaa 
gagatgatat 
aaatgcctca 
acaagaaact 
gaataaggtg 
agagacatgt 
ttcaagagag 
gttacagtct 
tctttcttca 
gctetggaat 
acatggaaaa 
atgacttttt 
cagcaggtat 
ctgttgatga 
catggtgtgg 
atgcctttac 
acatgaaatg 
taaagatcaa 
cttacaggtt 
ctgatttctt 
ctaaaaatcc 
cagcagaatg 
acaaatgctt 
gggatactat 
ctatactgga 


Jj πε 


ggagctgctc 
8gagcggg ig 
aaacgtgaaa 
gtggaagatg 
tcctgcctat 
ggattcctat 
gaaaaacatg 
tagagaccat 
ccgtcaaaaa 
tttaagaccc 
cagagaaaag 
ctatgaacga 
ctacaggaag 
tttctacttt 
tgtggaagtg 
gtatgcagtg 
ttctactttc 
aacttcatta 
aattcttcag 
aatgttacat 
cccacaggge 
caaattactc 
gctggttacg 
tcctgagtat 
tatcceggga 
tttattattg 
ttctatcaga 
caaattgact 
cagccttcag 
ccatgcctgt 
cctaaggatc 
aggagtttct 
gctgtgctac 
acttaagcecc 
ggaactgctg 
ctaa 5854 


26 


aggcagcaca 
atccctgctg 
gcattcattt 
agagtgaatg 
gaacattgtt 
gttatcgagt 
cttttctact 
tttgccaaag 
aagtattttc 
gtagtaagac 
aagatacagc 
actgtaaaca 
tggaaggagt 
gtaaagggtg 
atatcacagg 
attatgatta 
gaggatttta 
cgaaatgcaa 
tgcttaactt 
aataacatcc 
tccattttgt 
tgtgggatcc 
ccacatttaa 
ggctttttaa 
tgttccaagt 
gatgtgcaga 
tcaagtcttt 
gcagtccetca 
acagttctaa 
gttettcagc 
atctetgata 
ttaggtagca 
catgccettea 
cttaaagtct 
aagacggtga 


gcagccactg 
agctgtgggg 
ccatggggaa 
actgegtatg 
accgtgaaga 
tgctcaaatc 
accgaaagtt 
tacatctacg 
ctattgcatc 
taagccgtgt 
gctataacac 
ccagtatcat 
ttgttacaaa 
atgtatccag 
tcttgaaacc 
ccecaactgg 
ttccagacat 
tagtagttga 
ttaatgagaa 
tggagattgg 
caaccttact 
agaaggatgg 
tgcaggcaag 
taaatgccaa 
tcaaacatct 
cacttgaggt 
ccttcaattc 
aactgaaatg 
ttaacatcta 
ttccattcaa 
ctgcttcatg 
aagatgcatc 
ttgtcaaact 
ataagatgca 


cggaaccatc 


7/28 页 


3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4560 
4620 
4680 
4740 
4800 
4860 
4920 
4980 
5040 
5100 
5160 
5220 
5280 
5340 
5400 
5460 
5520 
5580 
5640 
5700 
5760 
5820 
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<213> 普通 午 

«400» 8 

ggcggccaac aagtcggccg agg 23 
«210» 9 

«211» 23 

«212» DNA 

<213> 普通 午 

«400» 9 

gccaacgcgc cgaaccgtta cgg 23 
«210» 10 

«211» 23 

«212» DNA 

<213> 普通 午 

«400» 10 

cctcgggtgc aaagactccg cgg 23 
<210> 11 

<211> 4993 

<212> DNA 

«213» 人 工序 列 

<220> 

«229» 合成 构建 体 

<220> 
«221» 增强 子 

«222» (D.. 293) 

«223» 人 CMV ΤΕΙ 

<220> 

«221» 启动 子 

«222» (294) .. (575) 

<223> 鸡 B 肌 动 重 白 启动 子 

<220> 

«221» WET 

«222» (578).. (1548) 

《223> 内 含 子 鸡 B 肌 动 蛋 白 

<300> 

«308» NCBI RefSeq / NM 001046242. 1 
«309» 2016-04-02 

4313» (1646) . (4993) 

«400» 11 


acttacggta aatggcccgc ctggctgacc gcccaacgac cccegcccat tgacgtcaat 60 


2T 
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aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgageccc 
gtatttattt 
cgcgccaggc 
ggcagccaat 
gcggccctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgtgcggg 
gtgcggctcc 
gctecgcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cccggcttcg 
8888 tggcgg 
88888848888 
ccattgcctt 
tgcggagccg 
ρίρορρορος 
tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
ccttctgcgg 
gccccagggc 
tcagtgcttg 
ccaggtgtcc 
cgcgaggaac 
cgtggccttc 
cggcagcggc 
gctgtcgcgc 
gccgccgctc 
888C888acC 
ggaggccgaa 
gcggggacga 


gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
8888C8888C 
Cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tcegcegceog 
ΒΕΟΕΕΕςΕΕΕ 
gtttcttttc 
88gagcggct 
gcgetgeccg 
gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
8gtgcggggc 
caggtggggg 
cgcggcggcc 
ttatggtaat 
aaatctggga 
ggcaggaagg 
cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
gccagctacc 
caeccggcttg 
gtgtgegtgc 
tgcctgaagg 
gtgctggcct 
acgaccagcg 
gcctgggggc 
tgcgcgctct 
tatgacctcec 
ςβββςβββοῖ 
ggactccetgg 


ctgcctccag 


序 


taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 
cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgcgccg 
acggeccttc 
tgtggctgcg 
cggggggtgc 
gcggctgtga 
88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tcegtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
g8C8CCECCB 
aaatgggcgg 
ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aattcatgcc 
ggcaggtgct 
tgcggcgcgg 
cctgggacgc 
agctggtggc 
tcggcttcac 
tacgcagcta 
tgctgctgca 
acctgctggt 
gcgccgccgc 
teggactece 
aggcgcgggc 
ccaagaggcc 


Jj πε 


agggactttc 
acatcaagtg 
cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
ΕΟΕΕΕΕςΕΕΕ 
gtttcctttt 
8gcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgcgtgtgt 
gcgctgcggg 
cgggggcggt 
tgtgtgcgteg 
gcacccccct 
gcgtggcgcg 
BSCBSBSBCCE 
cggcggctgt 
88c8ca8883 
caccccectct 
ggagggcctt 
teccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctcctgggc 
gcgcgcgccc 
gcccctggcc 
ggacccggcg 
gcagccgccc 
cagagtcgtg 
gctgctggcc 
cctgcccaac 
ccgcgtgggc 
gcccccgacc 
cgcegcegct 
gcgcccggcc 
CCagggcgcg 
caggcgcggc 


28 


cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 
atggcgaggc 
gctgcgegct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctec 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 
gCccccgcggt 
888888 tgag 
ccecgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggccg 
Cgaggcgcgg 
cttcctttgt 
agcgggcgcg 
cgtgcgtcgc 
gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
aggtgccggg 
gccttcgtac 
gccttcegcg 
cctgccgcec 
cagaggctct 
8888CCCBCB 
acggtaaccg 
gacgacgtgc 
tgcgcctacc 
cgtcggccca 
tcgtcgaaeg 
aggcggcgtc 
ctggagcceg 


aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
88888888C8 
gaggtgcggc 
88C88CB88CB 
gccttcgccc 
CCgcgttact 
gcttggttta 
888a88gccc 
88agcgccgc 
ggctttgtgc 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggctce 
cgagccgcag 
cccaaatctg 
gggcgaagcg 
CECECCECCE 
Utcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
ccgtgcgcgc 
8gcgcctgcg 
cgctggtggc 
cgtccttccg 
gcgagcgecgg 
gc88gccgcc 
acacgctgcg 
tcacccacct 
aggtgtgtgg 
cgcggcaagt 
gcggccacgg 
gcagtagcgc 
ggcgggatct 


9/28 页 


120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
120 
180 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
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cgaagggcag 
agccaagtct 
gggtgtcggc 
ttgcgctgag 
cttectgctc 
ctttctggac 
gcgctactgg 
ctatggcgeg 
agaccatcag 
Cgagggcgag 
gcaggtgtac 
ctcccggcac 
gcacggcagg 
gctgcgcgcg 
cgtectgggt 
cttcttctac 
catctggagc 
agaactgtca 
caggctcecgt 
tgagggcgcc 
gacgctgttc 
ggtgctgggc 
ccggggccca 
cctcceccag 
gtactgegtg 
caagagacac 
tctgcaggeg 
cgagcctggc 
ggggateccc 
ggagaacaag 
cttcctgctg 
cggtgtgcct 
g8agcccggg 
ctggtgcggc 
cgcccggacg 
catgcgtcgc 
gcaggtgaac 
ctacaggttc 
cgegttcettt 


gtggccegca 
Cggaagggcg 
tcegcgtcct 
accaagaggt 
tgctcectgc 
tcgaagcceg 
cagatgcggc 
ctgctcaggg 
aagtgccctg 
gcgaactcag 
ggcctcctgc 
aacgagcggc 
ctctcgcagc 
agcccagggg 
cgcttectgc 
gtcacagaga 
cagctgcagc 
gaagcagagg 
ttegteccea 
ccggcaccgc 
gcggtgctga 
atggacgaca 
gcccccccgc 
gataagctgg 
cgccactgcg 
gtgtccacct 
atgggctecc 
agcagcctct 
cagggctcca 
ctettecctg 
gtcaccecgc 
gagtatggct 
gccctgggcg 
ctgctgctgg 
tcecatcagag 
aagctgttgg 
agtctgcaga 
Cacgcctgcg 


ctccaggtca 


序 


gcccgccccg 
acgtgcccgg 
ggcggctgtc 
tcetttactg 
cteccagcct 
ggccgccagg 
CCcctgttccg 
cgcactgccec 
gtgttggggg 
ggcgcctggt 
gggectgtct 
gcttcctgcg 
aggagctcac 
ctegctgcgt 
actggctgat 
ccacgttcca 
gcctgggcgt 
tcaggcagca 
agcccggcgg 
ccagagacaa 
actacgagcg 
tccacagggc 
tctacttcgt 
cagaggtgat 
ccatggtceg 
tcteggactt 
tgagggacgc 
tcaacctctt 
tcctgtecac 
gagtccagca 
acctgacgcg 
gccaggtgaa 
gcgcggcgcc 
atacccgcac 
cgagtctcac 
cggtcttgca 
cggtcttcac 
tgctgcagct 


tcgccgacac 


Jj πε 


cgtggtgaca 
gccctgecgc 
accctcggag 
ctceggeggt 
88CC8888CB 
ggctccecgc 
gaaactgctt 
gctgccggcc 
ctgccectct 
ccagctgctc 
tcgccgcctg 
gaacgtgaag 
gtggaagatg 
gcccgccgcg 
gggcgcctac 
gaagaaccgg 
cagacaacac 
ccaggaggcc 
gctgcggccc 
gaaggtgcag 
agctcggcgg 
ctggcgggcc 
caaggtggac 
cgctaacgtg 
gactgcgcgc 
ccagccgtac 
cgtggtcatc 
cctgcacctg 
cctgctctgc 
ggacggggtg 
ggccagagac 
cctgcggaag 
cctgcagctg 
cctggaggtg 
cttcaeccag 
gctcaagtgc 
aaacgtttac 
gccettcagc 


cgcatccecgc 


29 


cctacecgag 
ctetteccgg 
ggcgagccgg 
ggcgaacagc 
cggacacteg 
Cggccgcgcc 
gggaaccacg 
tctgcgcccec 
gagaggccgg 
cgccagcaca 
gtgecccgccg 
aagctcectct 
aaggtgcagg 
gagcaccgcc 
gtggtggagc 
ctcttcttct 
ttagaccgtg 
aggccggctc 
atcgtgaacg 
catctcagct 
cctggcctec 
ttegtgctgc 
gtggtggggg 
ctgcagcecgc 
gggcgcatgc 
ctgaggcagc 
gagcagagct 
aggtectaca 
agcttctgct 
cttctgcegcc 
ttecteagga 
acggtggtga 
ccggcccact 
catggcgacc 
ggcttcaagc 
catgggctct 
aagatattcc 
cagccggtcea 


ggctacgccc 


acgctgcgga 
gc88CBagcg 
gtgccggagc 
tgcgcegctc 
tggaaaccat 
gcctgcecgc 
cgcggtgccc 
888C8888CC 
ccgctgceccc 
gcagccectg 
gcctctgggg 
ccctgeggaa 
actgegcctg 
agcgcgaggc 
tgctcaggag 
tceggaageg 
tgeggetteg 
tgctgacatc 
tgggctgtgt 
cacgggtcaa 
tgggggcctc 
ccctgagggc 
cctacgatgc 
aggagaatac 
gcaagtectt 
tcgtggagca 
gctecctgaa 
tcecagtgtca 
atggggacat 
tggtggacga 
cgctggtgcg 
actteccegt 
gcctgttccc 
actccagtta 
CCgggaggaa 
tcctggacct 
tgctgcaggc 
ggagcagccc 


tcctgaaagc 
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2460 
2520 
2580 
2640 
2700 
2760 
2820 
2880 
2940 
3000 
3060 
3120 
3180 
3240 
3300 
3360 
3420 
3480 
3540 
3600 
3660 
3720 
3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4140 
4200 
4260 
4320 
4380 
4440 
4500 
4560 
4620 
4680 
4740 
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caggaacgca 
tgegcagtgg 
cagccgcctg 
gcccacacgg 
catcttggac 
«210» 12 

<211> 2557 
«212» DNA 
<213> 
<220> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 12 

acttacggta 


aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgageccc 
gtatttattt 
cgcgccaggc 
ggcagccaat 
gcggccctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgtgcggg 
gtgcggctcc 


序 


列 πε 


ggggcgtcac tgggggccag gggcgecgec ggcctgttcc cgtctgaagc 
ctgtgtctcc acgccttcct gctcaagctg gctcaccacc gtgtcaccta 4860 


11/28 页 


4800 


ctgggggccc tccggacagc ccaagcacgg ctgcaccggc agctcccggg 4920 


gccgccctgg aggcggcggc cgaccecgec ctgaccgcag acttcaagac 


tga 4993 


人 工序 列 


合成 构建 体 


增强 子 
D.. 
人 CMV ΤΕΙ 


(293) 


启动 子 
(294) .. (575) 
ΧΡΡΙΙ ΙΕΚ ΘΕ 


内 合子 
(578) .. (1548) 
内 含 子 鸡 B 肌 动 蛋白 


aatggcccgc 
gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
8888C8888C 
cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tcegcegceog 
agcgggecggg 
gtttcttttc 
88gagcggct 
gcgctgcccg 


ctggctgacc 
taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 
cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgegceog 
acggeccttc 
tgtggctgcg 
cggggggtgc 
gcggctgtga 


gcccaacgac 
agggactttc 
acatcaagtg 
cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
gC8888C888 
gtttcctttt 
8gcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgegtgtgt 
gcgctgcggg 


30 


ccecgeccat 
cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 
atggcgaggc 
gctgcgcgct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctec 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 


tgacgtcaat 
aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
88888888C8 
gaggtgcggc 
88C88CB88CB 
gccttcgccc 
CCgcgttact 
gcttggttta 
888a88gccc 
ggagcgccgc 
ggctttgtgc 


4980 


60 

120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
120 
180 
840 
900 
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gctccgcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cccggcttcg 
8888 tggcgg 
88888848888 
ccattgcctt 
tgcggagceg 
gtgcggcgcc 
tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
tggtgtceggt 
ggcecteaag 
caccgttcgg 
caggcttatg 
gtttgagcat 
gccagtggag 
tgccaactgc 
gacagtcaag 
acctgtggtt 
aacacccgtg 
tctcttctgt 
gcccccagag 
agggccccgc 
gctggagatg 
ctcttatcta 
«210» 13 
<211> 2557 
«212» DNA 
«2183» AT 
«220» 
<223> 
<220> 
<221> 增强 
<222> (1). 


合成 


gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
8gtgcggggc 
caggtggggg 
CgCggcggcc 
ttatggtaat 
aaatctggga 
ggcaggaagg 
cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
gcctatggga 
agtgtaagag 
gaggtggcct 
gacgtctgtg 
gtggaccaag 
accataaaag 
atcgttcacc 
ctggctgact 
gttacactct 
gacatgtgga 
ggaaactctg 
gatgactggc 
ccagtgcagt 
ctgactttta 


cacaaggcag 


序列 


构建 体 


子 
. (293) 


<223> 人 CMV ΤΕΙ 


<220> 


序 


88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tccgtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
ggcgccgccg 
aaatgggcgg 
ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aattcatggc 
cagtgtacaa 
tceccaatgg 
tactgeggeg 
caacagcccg 
atctcaggac 
atctgatgcg 
gagacctgaa 
ttggcctggc 
ggtatcgtgc 
gcgttggectg 
aagctgacca 
ccegagatgt 
cggtggtccc 
acccacacaa 


aaggtgacgc 


Jj πε 


cgggggcggt 
tgtgtgcgtg 
gcaccccccet 
gcgtggcgcg 
88C8888CCB 
cggcggctgt 
88cgcaggga 
caccccectct 
ggagggcctt 
teccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctcctgggc 
tacctcccga 
ggcecgtgat 
aggaggtgct 
tctggaggct 
aactgaccgg 
atatctggac 
ccaatttcta 
gccagagaac 
cagaatctac 
tccagaagtt 
tatctttgca 
gttaggcaaa 
ctctctacec 
tgagctggag 
gcgaatcetct 


gccccgeggt 
888888 tgag 
ccccgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggceg 
Cgaggcgcgg 
cttectttgt 
agcgggcgcg 
cgtgcgtcgc 
gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
tatgagccag 
ccecacagtg 
88a88888CC 
tttgagcatc 
gagaccaaag 
aaggcacccc 
agaggcctgg 
attctggtga 
agctaccaga 
cttttgcagt 
gagatgtttc 
atctttgacc 
cgaggagcct 
gaatctggag 
gccttcegag 


agagtga 2557 


3l 


ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggcte 
cgagccgcag 
cccaaatctg 
gggcgaagcg 
CECECCECCE 
Utcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
tggctgagat 
gccactttgt 
tgcccatcag 
ccaatgttgt 
tgaccctggt 
caccaggctt 
atttccttca 
caagtggtgg 
tggcacttac 
ctacgtatgc 
gtcgaaagcc 
tgattggact 
tttccecceg 
cacagctgct 


ccctgcagca 
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960 

1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 


CN 108779471 A 
启动 子 

(294) .. (575) 
ΧΡΡΙΙ ΙΕΚ ΘΕ 


<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 13 

acttacggta 
aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgagccec 
gtatttattt 
cgcgccaggc 
ggcagccaat 
gcggecctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgigcggg 
gtgcggctec 
gctecgcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cceggcetteg 
8888 tggcgg 
88888848888 
ccattgcctt 
tgcggagceg 
ρίρορρορος 
tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
tggtgtceggt 
ggcccetcaag 


caccgttcgg 


内 合子 
(578) . (1548) 
内 含 子 鸡 B 肌 动 蛋 白 


aatggecegc 
gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
8888C8888C 
Cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tcegcegceog 
ΒΕΟΕΕΕςΕΕΕ 
gtttcttttc 
gggagcggct 
gcgetgeccg 
gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
8gtgcggggc 
caggtggggg 
cgcggcggcc 
ttatggtaat 
aaatctggga 
ggcaggaagg 
cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
gcctatggga 
agtgtaagag 
gaggtggcct 


序 


ctggctgacc 
taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 
cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgegceog 
acggeccttc 
tgtggctgcg 
Cggggggtgc 
gcggctgtga 
88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tcegtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
g8C8CCECCB 
aaatgggcgg 
ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aattcatggc 
cagtgtacaa 
tceccaatgg 


tactgeggeg 


Jj πε 


gcccaacgac 
agggacttte 
acatcaagtg 
Cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
gC8888C888 
gtttcctttt 
ggcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgegtgtgt 
gcgctgcggg 
Cgggggcggt 
tgtgtgcgtg 
gcaeccecct 
gcgtggcgcg 
88C8888CCB 
cggcggctgt 
88cgcaggga 
caccccectct 
ggagggcctt 
tccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctectgggc 
taccteccga 
ggectgtgat 
aggaggtgct 
tctggaggct 


32 


ccecgeccat 
cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 
atggcgaggc 
gctgcgegct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctcc 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 
gccecgeggt 
888888 tgag 
ccecgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggceg 
Cgaggcgcgg 
cttectttgt 
agcgggcgcg 
cgtgcgtcgc 
gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
tatgagccag 
ccecacagtg 
88a88888CC 
tttgagcatc 


tgacgtcaat 
aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
88888888C8 
gaggtgcggc 
88C88CB88CB 
gccttcgccc 
CCgcgttact 
gcttggttta 
888a88gccc 
88agcgccgc 
ggctttgtgc 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggctc 
cgagccgcag 
cccaaatctg 
gggcgaagcg 
CECECCECCE 
Utcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
tggctgagat 
gccactttgt 
tgcccatcag 


ccaatgttgt 
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60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
120 
180 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
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caggcttatg 
gtttgagcat 
gccagtggag 
tgccaactgc 
gacagtcaag 
acctgtggtt 
aacacccgtg 
tctcttctgt 
gcccccagag 
agggccccgc 
gctggagatg 
ctcttatcta 
<210> 14 

<211> 2559 
«212» DNA 
<213> 
<220> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<400> 14 

acttacggta 


aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgagccec 
gtatttattt 


cgcgccaggc 


gacgtctgtg 
gtggaccaag 
accataaaag 
atcgttcacc 
ctggctgact 
gttacactct 
gacatgtgga 
ggaaactctg 
gatgactggc 
ccagtgcagt 
ctgactttta 


cacaaggcag 


人 工序 列 


合成 构建 体 


增强 子 
().. 
人 CMV ΤΕΙ 


(293) 


启动 子 
(294) .. (575) 
ΧΡΡΙΙ ΙΕΚ ΘΕ 


内 合子 
(578) . (1548) 
内 含 子 鸡 B 肌 动 蛋 白 


aatggecegc 
gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 


8888C8888C 


序 


caacagcccg 
atctcaggac 
atctgatgcg 
gagacctgaa 
ttggcctggc 
ggtatcgtgc 
gcgttggectg 
aagctgacca 
ccegagatgt 
cggtggtcec 
acccacacaa 


aaggtgacgc 


ctggctgacc 
taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 


列 πε 


aactgaccgg 
atatctggac 
ccaatttcta 
gccagagaac 
cagaatctac 
tccagaagtt 
tatctttgca 
gttaggcaaa 
ctctctacec 
tgagctggag 
gcgaatcetct 


gagaccaaag 
aaggcacccc 
agaggcctgg 
attctggtga 
agctaccaga 
cttttgcagt 
gagatgtttc 
atctttgacc 
cgaggagcct 
gaatctggag 
gccttcegag 


agagtga 2557 


gcccaacgac 
agggacttte 
acatcaagtg 
Cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
gC8888C888 


33 


ccecgeccat 
cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 


tgaccctggt 
caccaggctt 
atttccttca 
caagtggtgg 
tggcacttac 
ctacgtatgc 
gtcgaaagcc 
tgattggact 
tttccecceg 
cacagctgct 


ccctgcagca 


tgacgtcaat 
aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
88888888C8 
gaggtgcggc 
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1920 
1980 
2040 
2100 
2160 
2220 
2280 
2340 
2400 
2460 
2520 


60 

120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
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ggcagccaat 
gcggccctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgtgcggg 
gtgcggctcc 
gctecgcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cceggcetteg 
8888 tggcgg 
88888848888 
ccattgcctt 
tgcggagccg 
gtgcggcgcc 
tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
tggtgtcggt 
ggcecteaag 
cacagttcgt 
ccggctgatg 
gtttgagcat 
gccagccgaa 
tgccaattgc 
aacagtcaag 
acccgtggtt 
aacacctgtg 
tctcttctgt 
gcctccagag 
agggccccgc 
gctggaaatg 
ctcttatcta 
«210» 15 

<211> 2542 
«212» DNA 


cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tccgccgccg 
agcgggecggg 
gtttcttttc 
88gagcggct 
gcgctgcccg 
gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
8gtgcggggc 
caggtggggg 
CgCggcggcc 
ttatggtaat 
aaatctggga 
ggcaggaagg 
cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
gcctatggga 
agtgtgagag 
gaggtggctt 
gacgtctgtg 
gtagaccagg 
acgatcaagg 
atcgttcacc 
ctggctgact 
gttacactct 
gacatgtgga 
ggaaactctg 
gatgactggc 
ccagtgcagt 
ctgactttta 
cataaggatg 


<213> 人 工序 列 


序 


cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgegceog 
acggeccttc 
tgtggctgeg 
cggggggtgc 
gcggctgtga 
88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tcegtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
ggcgccgccg 
aaatgggcgg 
ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aattcatggc 
cagtgtacaa 
tceccaatgg 
tactgaggeg 
ccacatcceg 
acctaaggac 
atctgatgcg 
gagatctgaa 
ttggcctggc 
ggtaccgagc 
gtgttggctg 
aagccgacca 
ctcgagatgt 
cggtggtacc 
acccacacaa 


aaggtaatcc 


Jj πε 


gtttcctttt 
ggcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgcgtgtgt 
gcgctgcggg 
cgggggcggt 
tgtgtgcgteg 
gcaccccecct 
gcgtggcgcg 
88C8888CCB 
cggcggctgt 
88cgcaggga 
caccccectct 
ggagggcctt 
tccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctectgggc 
tacctctcga 
ggcctgtgat 
aggaggaggt 
actggaggct 
aactgaccgg 
atatctggac 
ccagtttcta 
gccagagaac 
cagaatctac 
tccegaagtt 
tatctttgca 
gttgggcaaa 
atccctgecc 
tgagatggag 
gcgaatctct 


atggcgaggc 
gctgcgegct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctcc 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 
gccecgeggt 
888888 tgag 
ccecgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggccg 
Cgaggcgcgg 
cttectttgt 
agcgggcgcg 
cgtgcgtcgc 
gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
tatgagccag 
ccccacagtg 
88aggaggcc 
tttgagcatc 
gagatcaagg 
aaggcacccc 
agaggcctag 
attctggtga 
agctaccaga 
cttctgcagt 
gagatgtttc 
atctttgacc 
cgtggagcct 
gagtcgggag 
gcctttcgag 


ggagtgaaa 2559 


34 


88C88CB88CB 
gccttcgccc 
ccgcgttact 
gcttggttta 
888a88gccc 
ggagcgccgc 
ggctttgtgc 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggcte 
cgagccgcag 
cccaaatctg 
gggcgaagcg 
CECECCECCE 
ttcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
tggctgaaat 
gccactttgt 
tteccatcag 
ccaatgttgt 
taaccctggt 
caccaggctt 
atttccttca 
caagtggtgg 
tggcacttac 
ccacatatgc 
gtcgaaagcc 
tgattgggct 
ttecceccag 
cacagctgct 


ctctgcagca 
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540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
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1500 
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1620 
1680 
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<220> 


«223» 合成 构建 体 


<220> 


«221» 增强 子 


<222> (1).. 


(293) 


<223> 人 CMV ΤΕΙ 


<220> 


«221» 局 动 子 
«222» (294) . . (575) 


<223> 鸡 B 肌 动 和 蛋白 启动 子 


<220> 


«221» 内 合子 
<222> (578) .. (1548) 
<223> W TIBIAE E 


<400> 15 

acttacggta 
aatgacgtat 
gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgageccc 
gtatttattt 
cgcgccaggc 
ggcagccaat 
gcggccctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgtgcggg 
gtgcggctec 
gctecgcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cceggcetteg 
8888 tggcgg 
88888848888 
ccattgcctt 
tgcggagccg 
gtgcggcgcc 


aatggccegc 
gtteccatag 
taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
8888C8888C 
cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tcegcegceog 
agcgggcggg 
gtttcttttc 
88gagcggct 
gcgetgeccg 
gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
ggtgecggggc 
caggtggggg 
οξσξεσξεεσς 
ttatggtaat 
aaatctggga 
ggcaggaagg 


FF: 


ctggctgacc 
taacgccaat 
acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 
cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgegceog 
acggeccttc 
tgtggctgcg 
cggggggtgc 
gcggctgtga 
88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tcegtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
ggcgccgccg 
aaatgggcgg 


Jj πε 


gcccaacgac 
agggactttc 
acatcaagtg 
cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
ΕΟΕΕΕΕςΕΕΕ 
gtttcctttt 
8gcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgegtgtgt 
gcgctgcggg 
cgggggcggt 
tgtgtgcgtg 
gcacccccct 
gcgtggcgcg 
BSCBSBSBCCE 
cggcggctgt 
88c8ca8883 
caccccectct 


ggagggcectt 


35 


ccecgeccat 
cattgacgtc 
tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 
atggcgaggc 
gctgcgegct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctcc 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 
gccecgeggt 
gggg8ggtgag 
ccecgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggceg 
Cgaggcgcgg 
cttectttgt 
agcgggcgcg 
cgtgcgtcgc 


tgacgtcaat 
aatgggtgga 
caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
88888888C8 
gaggtgcggc 
88C88CB88CB 
gccttcgccc 
CCgcgttact 
gcttggttta 
888a88gccc 
88agcgccgc 
ggctttgtgc 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggcte 
cgagccgcag 
cccaaatctg 
gggcgaagcg 
CECECCECCE 
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60 
120 
180 
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tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
gggcacctat 
caagaagatc 
ctegctgctg 
ggagaacaag 
tgcatcatcec 
gcaaggectg 
cctcctcatc 
tggggtgccc 
gatectgctg 
ttttgctgag 
cttecgtatc 
gctgccegac 
gccgccgctg 
caagcgcatc 
tgtcccccac 
«210» 16 

«211» 2626 
«212» DNA 
<213> 
<220> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<223> 
<220> 
<221> 
<222> 
<400> 


16 


cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
ggtgtggtgt 
cggctggaca 
aaggagctga 
ctctaectgg 
ctgggcggca 
gccttctgcc 
aacgccgacg 
gtgecgcacct 
ggctgcaagt 
atggtgacgc 
ttcegcacgt 
tacaagccca 
gatgaggagg 
tcggccaagg 
ctgcgcctgt 


人 工序 列 


合成 构建 体 


增强 子 
(D.. 
人 ΟΝ ΤΕΙ 


(293) 


启动 子 
(294) .. (575) 
ΧΡΡΙΙ ΙΕΚ ΘΕ 


内 合子 
(578) .. (1549) 


序 


ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aattcatgga 
acaaggctcg 
cggagaccga 
agcatcccaa 
tctttgagtt 
tcgegctgcc 
acgcacaccg 
gtgccatcaa 
acacacacga 
actattcgac 
ggcgcgeogct 
tggggacacc 
gcttccecaa 
gccgcaagct 
cagcgctgag 
ga 2542 


列 πε 


teccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctcctgggc 
gaacttecag 
caacaagcgc 
gggtgteccc 
catagtcaaa 
cctgcaccag 
cctcatcaag 
cgtgctgcac 
gctggctgac 
ggtggtgacg 
tgctgtggac 
cttccecggg 
ggatgaggcc 
atgggcccgg 
gctggctcaa 


ccaccecttc 


gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
aaggtggaga 
acgggcgage 
agcactgeca 
ctgctggacg 
gacctgaaga 
agctacctgt 
cgtgacctca 
ttcgggctgg 
ttgtggtacc 
atctggagcc 
gattcggaga 
gcctggeccg 
caggatctgg 
atgctgcact 
ttecgegaeg 


Utcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
agatcgggga 
tggtggcgct 
tecgagaaat 
tgatccacac 
agttcatgga 
tccagctgct 
aaccccagaa 
ccegcgeoctt 
gtgegcctga 
tgggctgcat 
tcgatcagct 
gcgtcaceccgc 
gcaaggtggt 
acgatcccaa 


tcaccagggc 
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1500 
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1800 
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acttacggta aatggcccgc ctggctgacc gcccaacgac ccccgcccat tgacgtcaat 60 


aatgacgtat gttcccatag taacgccaat agggactttc cattgacgtc aatgggtgga 120 


36 
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gtatttacgg 
ccctattgac 
atgggacttt 
ggtgageccc 
gtatttattt 
cgcgccaggc 
ggcagccaat 
gcggccctat 
cgtgccecgc 
cccacaggtg 
atgacggctt 
tttgtgcggg 
gtgcggctcc 
gctecgcagt 
ctgcgagggg 
8ggcgcgtcg 
cceggcetteg 
8888 tggcgg 
88888848888 
ccattgcctt 
tgcggagccg 
gtgcggcgcc 
tccccttctc 
aCBBgBgcagg 
ccatgttcat 
gtctcatcat 
gtatgagtgc 
cctgaagaat 
gggcatgccg 
gcaccccaac 
caagttaacg 
tccagagcct 
actggatttt 
tgtaaccagc 
tcagatggct 
tcagtccagc 
gttecgtcga 
tgatgtaatt 
tgcttttgct 


taaactgccc 
gtcaatgacg 
cctacttggc 
acgttctgct 
attttttaat 
8888C8888C 
cagagcggcg 
aaaaagcgaa 
tccgccgccg 
agcgggecggg 
gtttcttttc 
88gagcggct 
gcgctgcccg 
gtgcgcgagg 
aacaaaggct 
gtcgggctgc 
8gtgcggggc 
caggtggggg 
CgCggcggcc 
ttatggtaat 
aaatctggga 
ggcaggaagg 
cctctccagc 
gcggggttcg 
gccttcttct 
tttggcaaag 
gtggctgaga 
ggcggccgct 
ctgtccacca 
gtggtcagat 
ttggtgtttg 
ggagtgecta 
ctgcattcac 
agtgggcaga 
cttacatcag 
tatgcaacac 
aaaccactct 
ggactcecag 


tccagacceg 


序 


acttggcagt 
gtaaatggcc 
agtacatcta 
tcactctcec 
tattttgtgc 
8888C8a888 
cgctccgaaa 
gcg8cgecggcg 
cctcgegceog 
acggeccttc 
tgtggctgeg 
cggggggtgc 
gcggctgtga 
88agcgcggc 
gcgtgcgggg 
aacccceccect 
tcegtacggg 
tgccgggcgg 
cccggagcgc 
cgtgcgagag 
ggcgccgccg 
aaatgggcgg 
ctcggggctg 
gcttctggcg 
ttttcctaca 
aattcatgga 
tcggcgaggg 
tcgtggcgct 
tccgggaggt 
tgtttgatgt 
aacatgtgga 
ctgaaactat 
atcgtgtggt 
taaagttagc 
tggttgttac 
cagttgatct 
tcegtggaaa 
aagaagagga 


cacaacctat 


Jj πε 


acatcaagtg 
cgcctggcat 
cgtattagtc 
catctccccc 
agcgatgggg 
gC8888C888 
gtttcctttt 
ggcgggagtc 
CCCECCCCEE 
tcctccgggc 
tgaaagcctt 
gtgcgtgtgt 
gcgctgcggg 
cgggggcggt 
tgtgtgcgteg 
gcaccccecct 
gcgtggcgcg 
88C8888CCB 
cggcggctgt 
88cgcaggga 
caccccectct 
ggagggcctt 
tccgcggggg 
tgtgaccggc 
gctectgggc 
caaggacggc 
agcctacggg 
gaagcgggtg 
ggcegtectg 
gtgcacegtg 
tcaagacttg 
aaaggatatg 
gcatcgggac 
tgactttgga 
tttgtggtat 
ttggagtgtt 
ttcagatgtt 
ctggcctaat 
tgaaaaattt 


37 


tatcatatgc 
tatgcccagt 
atcgctatta 
ccctccccac 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
gcgaggcgga 
atggcgaggc 
gctgcgegct 
ctctgactga 
tgtaattagc 
gaggggctcc 
gtgtgcgtgg 
C8C88C8C88 
gccecgeggt 
888888 tgag 
ccecgagttg 
gggctcgccg 
cctcgggccg 
Cgaggcgcgg 
cttectttgt 
agcgggcgcg 
cgtgcgtcgc 
gacggctgcc 
ggctctagag 
aacgtgctgg 
accaacctgg 
aaggtgttca 
cgggtgcaga 
aggcacctgg 
tcacgaacag 
actacttact 
atgcttcagc 
ctgaaacccc 
cttgcacgaa 
agagctcctg 
ggttgcatat 
gatcagctag 
gatgtggccc 


gtaccagata 


caagtacgcc 
acatgacctt 
ccatggtcga 
ccccaatttt 
88888888C8 
gaggtgcggc 
88C88CB88CB 
gccttcgccc 
ccgcgttact 
gcttggttta 
888a88gccc 
ggagcgccgc 
ggctttgtgc 
ΕΕΞΕΕΕΕΕΕΕ 
cagggggtgt 
ctgagcacgg 
tgccgggcgg 
gggagggcte 
cgagccgcag 
cccaaatctg 
gggcgaagcg 
CECECCECCE 
ttcggggggg 
cctctgctaa 
ttattgtgct 
ccgaccagca 
aggcccgcga 
ccagcgagga 
agaccttega 
acagagaaac 
tggataaagt 
tgtttcgggg 
agaatatect 
tctacagttt 
aagttttgct 
ttgcagaaat 
gaaaaatctt 
ttecaagaaa 


ttgatgacat 
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序 


列 


表 


gggcaaagac ttgcttctta aatgcttagc gttcaatcca gccaagagaa tatctgccta 2520 


19/28 页 


tgctgccctg tctcacccct atttccatga tctggagaaa tgcaaggaga atctggactc 2580 


tcacatgtca tccagccaaa actccagtga ggtgaacgca tcataa 2026 
«210» 17 
<211> 16 


<212> 
<213> 


<300> 


<308> 
<309> 
<313> 


<400> 17 
Met Glu Ser Ala 


1 


Pro 
Val 
Glu 
65 

Gly 
Asp 
Arg 
Leu 
Thr 


145 
Arg 


His 
Asn 
His 
50 

Asp 
Phe 
Val 
Gly 
Cys 
130 


Asp 


Gly 


<210> 18 
<211> 152 
<212> PRT 


<213> 普通 牛 


<300> 


8 


PRT 


/ CR 


Ásp 
Ser 
35 

Val 
Pro 
Leu 
Árg 
His 
115 
Ser 


Gly 


Gln 


Val 
20 

Phe 
Ala 
Thr 
Asp 
Asp 
100 
Gln 
Ala 
His 


Ser 


Gly 


Ala 


Thr 


Thr 


85 


Ala 


Asp 


Gly 


Ser 


Gln 
165 


Asp 


Ala 


Arg 


Leu 


Phe 


70 


Leu 


Trp 


Ile 


Trp 


Phe 


150 
Glu 


Arg 
Leu 
Thr 
Leu 
55 

Ser 
Val 
Gly 
Val 
Ser 
135 


Ser 


Gln 


Leu 
Leu 
Pro 
40 

Leu 
Arg 
Val 
Arg 
Arg 
120 
Leu 


Ser 


Ser 


NCBI RefSeq / NP_001035744.1 
2015-05-12 
(1) .. (168) 


Ala 
Glu 
25 

Ile 
Ásn 
Pro 
Leu 
Leu 
105 
Tyr 


Cys 


Ser 


38 


Árg 
10 

Ala 
Gln 
Tyr 
Val 
His 
90 

Pro 
Leu 


Thr 


Thr 


Ala 


Gly 


Val 


Gly 


His 


75 


Gly 


Leu 


Arg 


Ala 


Pro 
155 


Ala 
Val 
Met 
Ala 
60 

Asp 
Ser 
Asp 
Ser 
Gly 


140 
Arg 


Ala 
Ser 
Met 
45 

Asp 
Ala 
Gly 
Leu 
Ala 
125 


Asn 


Ala 


Gln 
Pro 
30 

Met 
Ser 
Ala 
Ala 
Ala 
110 
Gly 


Val 


Leu 


Gly 
15 

Asn 
Gly 
Asn 
Arg 
Arg 
95 

Gln 
Cys 


Ala 


Glu 


Arg 


Ala 


Asn 


Cys 


Glu 


80 


Leu 


Glu 


Ser 


Gln 


Leu 
160 


CN 108779471 A 


序 


列 


<308> NCBI RefSeq / XP 010806061.1 


«309» 2016-01-26 
«313» (1).. (152) 


«400» 18 
Met Glu Thr Ser 


1 
Ala 


Arg 


Thr 


Asp 
145 


Glu 
Asn 
Arg 
50 

Asp 
Phe 
Val 
Gly 
Glu 


130 


Ser 


<210> 19 
<211> 15 


<212> 


<213> Hf 
<300> 


<308> 
<309> 
313? 


«400» 19 
Met Glu Pro Ser Ala Asp Trp 


1 


Glu 
Arg 
35 

Val 
Pro 
Leu 
Arg 
His 
115 


Gly 


Ser 


2 


PRT 


猪 


Val 
20 

Tyr 
Ala 
Ala 
Asp 
Asp 
100 
Arg 


Gly 


Asp 


Gly 


Glu 


Thr 


Thr 


85 


Ala 


Asp 


Ser 


Leu 


5 


Asp 


Ala 


Arg 


Leu 


Leu 


70 


Leu 


Trp 


Val 


His 


Lys 
150 


Leu 
Leu 
Ser 
Leu 
55 

Thr 
Val 
Gly 
Ala 
Ala 


135 
Lys 


GenBank / CAC87046.1 
2005-04-15 
(1) .. 452) 


Glu Gly Glu Val Arg Ala Leu 


20 


Pro Asn Arg Tyr Gly Arg Thr 


35 


Leu 
Leu 
Ala 
40 

Leu 
Arg 
Ala 
Arg 
Arg 
120 


Ser 


Asp 


Leu 


Leu 


Pro 
40 


Ala 
Glu 
25 

Ile 
Leu 
Pro 
Leu 
Leu 
105 


Tyr 


Ala 


Ala 
Glu 


25 
Ile 


39 


Ala Ala 
10 
Ala Gly 


Gln Val 

His Gly 

Val His 
75 

His Arg 

90 

Pro Val 


Leu Arg 


Asp Ser 


Ser Ala 
10 
Ala Gly 


Gln Val 


Ala 


Ala 


Met 


Ala 


60 


Asp 


Ala 


Asp 


Ala 


Ala 
140 


Ala 


Ala 


Met 


Ala 
Ser 
Met 
45 

Asp 
Ala 
Gly 
Leu 
Ala 


125 
Glu 


Ala 


Leu 


Met 
45 


Leu 
Ala 
30 

Met 
Pro 
Ala 
Ala 
Ala 
110 


Ala 


Gly 


Arg 


Gly 
15 

Asn 
Gly 
Asn 
Arg 
Arg 
95 

Glu 


Glu 


Pro 


Gly 
15 


Trp 


Ala 


Ser 


Cys 


Glu 


80 


Leu 


Glu 


Asp 


Ala 


Arg 


Ala Asn Ala 


30 
Met 


Gly 


Ser 
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Thr Arg Val Ala Glu 


50 


Glu Asp Pro Ala Thr 


65 


Gly Phe Leu Asp Thr 


85 


Asp Val Arg Asp Ala 


100 


Arg Gly His Arg Asp 


115 


Thr Glu Gly Gly Ser 
130 
Asp Ile Ser Asn Leu 


145 

<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<300> 
<308> 
<309> 
<313> 
<400> 


20 
139 
PRT 
原 鸡 


NCBI RefSeq / 


2016-11-06 
(1).. (139) 
20 


Met Ala Gln Arg Ala 


1 


Ala Ala Arg Gly Asp 


20 


Ala Asp Pro Asn Ala 


35 


Met Met Leu Gly Ser 


50 


Ala Asp Pro Asn Arg 


65 


Asp Ala Ala Arg Ala 


85 


Ala Gly Ala Arg Leu 


100 


Asp Val Ala Ala Gly 


115 


Leu 


Leu 


70 


Leu 


Trp 


Val 


His 


Gln 
150 


Leu 
55 

Thr 
Val 
Gly 
Ala 
Ala 


135 


Asn 


de 


Leu 
Árg 
Val 
Árg 
Gly 
120 


Árg 


His 


NP. 989764.1 


Ala 


Leu 


Val 


Pro 


Pro 


70 


Gly 


Asp 


Gly 


Ser 


Leu 


Asn 


Arg 


55 


Asp 


Phe 


Leu 


Pro 


Thr 


Arg 


Ser 


40 


Val 


Pro 


Leu 


Pro 


His 
120 


列 


Pro 
Leu 
Leu 
105 


Tyr 


Ser 


Ala 
Val 
25 

Phe 
Ala 
Arg 
Asp 
Asp 


105 
Gly 


40 


表 


Leu His Gly 


Val 
His 
90 

Pro 


Leu 


Asn 


Ala 
10 

Lys 
Gly 
Glu 
Thr 
Thr 
90 


Gly 


Pro 


His 
75 

Arg 
Val 


Arg 


Ser 


Asp 


Glu 


Arg 


Leu 


Gly 


75 


Leu 


Arg 


Val 


Ala 
60 

Asp 
Ala 
Asp 


Ala 


Gly 
140 


Glu 


Leu 


Thr 


Leu 


60 


Cys 


Ala 


Gly 


Gly 


Asp 


Ala 


Gly 


Leu 


Asn 


125 
Glu 


Leu 


Leu 


Pro 


45 


Leu 


Arg 


Ala 


Arg 


Cys 
125 


Pro 
Ala 
Ala 
Ala 
110 


Ala 


Asp 


Ala 
Asp 
30 

Ile 
Gln 
Pro 
Leu 
Leu 


110 
Tyr 


Asn 
Arg 
Arg 
95 

Glu 


Gly 


Pro 


Asn 
15 

Gly 
Gln 
Arg 
Ala 
His 
95 


Pro 


Leu 


Cys 
Glu 
80 

Leu 
Glu 


Arg 


Ala 


Ala 


Ala 


Val 


Gly 


His 


80 


Arg 


Ile 


Arg 
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A 


Arg Leu Pro Ala Leu 


13 
<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<300> 
<308> 
<309> 
<313> 
<400> 


0 
21 
130 
PRT 


/ CR 


NCBI Refse 
2015-02-15 
(1) .. (130) 
21 


a / 
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